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Summary
Mitochondria is an essential organelle of the cell. It produces the ATP and plays a funda-
mental role in process as cell signaling, apoptosis and aging. Although most DNA is packaged
in chromosomes within the nucleus, mitochondria has its own DNA, which in humans is a cir-
cular genome of 16.600 base pairs that encodes for 37 genes. Human mitochondrial DNA is in
a high number of copies distributed through the cell and the correct expression and translation
of the proteins and nucleic acids enconded in the DNA is crucial for cell function. Mutations in
mtDNA lead to muscular and neurological diseases and are linked to aging, cancer o metabolic
disease.
The mtDNA replication mechanism is still under debate, but there has been reconstituted a
minimal mammalian mtDNA replisome in vitro with a minimun of three proteins: the helicase
TWINKLE, the DNA polimeraseγ (polγ) and the mitochondrial SSB. The helicase unwinds
the double stranded DNA (dsDNA) into two single stranded DNA (ssDNA), one of them is
used as a template by polγ (leading strand) and the other will be covered by mtSSB (lagging
strand). At about two thirds of the distance around the genome, the the replication of the
lagging strand is initiated and synthesis proceeds continuously. In the lagging strand, the polγ
will replicate a substrate of ssDNA covered by mtSSB. Mutations in the genes coding for
this proteins are associated with human diseases such as neurodegenerative disease, migraine,
epilepsy, Parkingson and premature aging.
Single-molecule manipulation techniques such as optical tweezers have allowed, for the first
time, to measure and quantify the mechano-chemical process and kinetics of biological systems
at molecular level. Optical tweezers can be used as quantitative tools to exert calibrated forces
on systems of interest as well as accurately and sensitively measure the forces and displace-
ment generated by these systems. They allow us to gain essential insights into the mechanical
properties of biological macromolecules and the dynamics an mechanisms of molecular sistems.
The objective of this thesis is to use the optical tweezers to:
Determine the structure and organization of mtSSB-ssDNA complexes assembled on diffe-
rent experimental conditions: Genome replication induces the generation of large stretches
of ssDNA intermediates that are rapidly protected by mtSSB proteins with high affinity.
mtSSB is a tetramer that presents multiple sites to interact with ssDNA, wich has been
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shown in vitro to enable them to bind a variable number of single-stranded nucleoti-
des depending on the salt and protein concentration. It has long been suggested that
different binding modes might be used selectively for different functions. To study this
possibility, we used optical tweezers to determine and compare the structure of long,
individual mtSSB-DNA complexes assembled on preformed ssDNA and on ssDNA gene-
rated gradually during in situ DNA synthesis. Whe found that when binding occurs on
preformed ssDNA, two major modes prevail in which the mtSSB binds ∼35nt/tetramer
(mtSSB35) and ∼70nt/tetramer (mtSSB70), depending on protein and salt concentration.
However, when protein binding is coupled to strand-displacement DNA synthesis, only
the mtSSB35 mode was observed under all experimental conditions. This results reveal
that the mtSSB35 binding mode is the relevant in replication, playing a key role in gene-
rating the appropriate nucleoprotein structure for DNA synthetic reactions required for
genome maintenance.
Determine the coordinated activity of polγ and mtSSB during lagging strand synthesis:
mtSSB bind ssDNA with high affinity, but bound mtSSB has to be removed from ssDNA
by polγ without compromising lagging strand replication. Here we used optical tweezers
to measure the real-time replication kinetics of human mitochondrial DNA polymerase
and bacteriophage T7 polymerase on free-ssDNA, in comparison with ssDNA covered
with parental and non-parental SSB under mechanical tension. Our results show that
the elimination of template secondary structure by SSB binding facilitates the maxi-
mum replication rate of the lagging strand polymerase. We demonstrate that specific
polymerase-SSB repulsive interactions, up to ∼12kBT, are required for polymerase to dis-
lodge SSB from the template without compromising the advance of the polymerase. In
contrast, in the absence of polymerase-SSB interactions, SSB is a barrier for the advance
of the polymerase, slowing down DNA synthesis. In addition, the similarities found in the
mitochondrial and bacteriophage T7 DNA replication systems suggest that their respec-
tive polymerases may use similar mechanism to dislodge the tightly bound SSBs during
laggin strand DNA synthesis.
In this thesis we set up the starting point for future mitochondrial DNA replication studies.
The conclusions here will shed light on the mitochondrial DNA replication mechanism and
its relation with mitochondrial diseases, which are so far unknown. Besides, in this work we
have developed new physical and mathematical tools that will be useful for future studies in
the field, as for the mitochondrial DNA replication system as well as for other biologically
analogous systems.
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Resumen
La mitocondria es un orga´nulo celular esencial para el metabolismo celular. Produce el ATP
y juega un papel fundamental en procesos relacionados con la sen˜alizacio´n celular, apoptosis y
envejecimiento (oxidacio´n celular). A diferencia de otros orga´nulos (con excepcio´n del nu´cleo
celular), la mitocondria presenta su propio genoma; en humanos, este es un ADN circular de
16.600 pares de bases que contiene 37 genes y del que existen multitud de copias distribuidas
por toda la mitocondria. La expresio´n eficiente de estas prote´ınas y a´cidos es fundamental para
su correcto funcionamiento. Por tanto, el mantenimiento de genoma mitocondrial (mtDNA)
y replicacio´n fidedigna son esenciales para la viabilidad celular. De hecho, en humanos, una
replicacio´n ineficiente y/o poco fiel del mtDNA esta´ relacionada con el desarrollo de tipos
espec´ıficos de ca´ncer, envejecimiento prematuro o la aparicio´n de enfermedades mitocondriales;
desordenes metabo´licos y neurodegenerativos cro´nicos. Hoy en d´ıa el modelo de replicacio´n del
mtDNA esta´ au´n en debate. Sin embargo, se han identificado tres componentes que forman
el replisoma mitocondrial mı´nimo en humanos; la helicasa TWINKLE, la polimerasaγ (polγ),
y la SSB mitocondrial. La helicasa abre la hebra doble del ADN (dsDNA) en dos cadenas
sencillas (ssDNA), una de ellas, la cadena l´ıder es utilizada como molde por la polimerasa
polγ para producir dsDNA, y la otra, la desplazada, es ra´pidamente recubierta por la mtSSB.
Cuando la replicacio´n de la cadena l´ıder ha alcanzado dos terceras partes del total, comienza
la replicacio´n en la cadena desplazada, donde la polγ debe replicar un sustrato de ssDNA
previamente recubierto por la mtSSB. Las prote´ınas que forman el replisoma mitocondrial
humano reu´nen una funcio´n vital, y es sabido que mutaciones en la secuencia de estas prote´ınas
se relacionan con alteraciones en la funcio´n mitocondrial y enfermedades neurodegenerativas,
migran˜as, epilepsia o Parkinson. El reciente desarrollo de te´cnicas de manipulacio´n de mole´culas
a nivel individual, como las pinzas o´pticas, esta´ permitiendo por primera vez medir y cuantificar
los procesos dina´micos y mecano-qu´ımicos que rigen el funcionamiento de los sistemas biolo´gicos
a nivel molecular. Permiten seguir la actividad de una sola prote´ına en tiempo real identificando
la dina´mica del proceso. Adema´s, las pinzas o´pticas permiten medir y ejercer fuerzas meca´nicas
sobre el sistema biolo´gico en estudio. As´ı, es posible determinar los procesos meca´nicos que
gobiernan su funcionamiento y la relacio´n de estos con la coordenada mecano-qu´ımica del
sistema biolo´gico. El objetivo principal de esta tesis es el de aprovechar las propiedades de la
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pinzas o´pticas para:
Determinar la organizacion de complejos ssDNA-mtSSB en diferentes condiciones expe-
riementales: Durante la replicacion de mtDNA se forman largos complejos mtDNA-mtSSB
donde la mtSSB se une al ssDNA con gran afinidad. La mtSSB es un tetra´mero que pre-
senta varios puntos de unio´n capaces de interaccionar con el ADN de modo que pueden
organizar el material gene´tico uniendo un nu´mero variable de nucleo´tidos. Se ha especu-
lado que estos modos podr´ıan seleccionarse de forma preferente en funcio´n del proceso
celular, pero se desconoce si alguno predomina en la replicacio´n. En esta tesis hemos
recreado estos complejos y estudiado el modo de union de la mtSSB al ssDNA. Para ello
hemos usado dos condiciones experimentales: unio´n a un ssDNA que ha sido previamente
generado, y unio´n a un ssDNA que es generado de forma gradual mientras tiene lugar la
replicacio´n in situ. Hemos visto que cuando la unio´n se produce a un ADN previamen-
te generado, la mtSSB lo organiza en dos modos de unio´n principales en los que unen
∼35nt/tetra´mero (mtSSB35) y ∼70nt/tetra´mero (mtSSB70). Adema´s la prevalencia de
uno u otro modo depende de la concentracio´n de sal y prote´ına. Sin embargo, cuando la
unio´n de la mtSSB tiene lugar de forma acoplada con la s´ıntesis de ADN predomina el
modo mtSSB35. Este hecho implica que el modo relevante en la replicacio´n es el modo
mtSSB35, modo que servir´ıa para preparar el sustrato adecuado en la replicacio´n de la
cadena desplazada, as´ı como tambie´n en aquellas reacciones necesarias para el manteni-
miento del genoma mitocondrial.
Determinar la accio´n coordinada da la mtSSB y la polγ durante la s´ıntesis de la cadena
desplazada: La mtSSB se une con gran afinidad al ADN, pero no deber´ıa comprometer su
replicacio´n. Esto implica que debe existir algu´n mecanismo que facilite la liberacio´n de
la mtSSB del sustrato de ADN durante la replicacio´n. Utilizamos las pinzas o´pticas para
estudiar el efecto de la mtSSB parental, o silvestre, y SSB no parentales en la cine´tica
instanta´nea de replicacio´n de la polimerasa mitocondrial humana. Nuestros resultados
indican que la mtSSB silvestre estimula la cine´tica en tiempo real de la polγ al eliminar
la estructura secundaria del ssDNA. Tambie´n demostramos que para desplazar la mtSSB
sin que esta suponga un detrimento para el avance de la polimerasa, se establecen in-
teracciones funcionales espec´ıficas de naturaleza electrosta´tica entre ambas prote´ınas. La
magnitud de estas interacciones es de hasta 12kBT, lo que permite a la polimerasa expul-
sar activamente la mtSSB del ssDNA molde. Experimentos con SSB no parentales indican
que en ausencia de estas interacciones la SSB supone una barrera para el avance de la
polimerasa. Adema´s, hemos comprobado que otros sistemas de replicacio´n (como el del
bacterio´fago T7) usan mecanismos semejantes para desplazar la SSB parentales unidas
al ADN, lo que sugiere que este mecanismo podr´ıa ser extrapolable a otros sistemas de
caracter´ısticas similares.
En esta tesis se han sentado las bases para futuros estudios de replicacio´n del ADN mitocon-
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drial humano. Sus conclusiones servira´n para arrojar luz sobre los mecanismos de replicacio´n
y su relacio´n con enfermedades mitocondriales, tan desconocidas hasta ahora. Adema´s, en este
trabajo se han desarrollado herramientas f´ısico-matema´ticas que sera´n de gran utilidad en el
campo de investigacio´n tanto para el sistema mitocondrial como para otros sistemas biolo´gica-
mente ana´logos.
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CAPI´TULO 1. INTRODUCCIO´N
1.1. La mitocondria
Es dif´ıcil establecer una definicio´n absoluta del concepto de vida, ya que si observamos
el mundo que nos rodea, podemos contemplar variedades sorprendentes de seres vivos, desde
pequen˜os organismos unicelulares, hasta grandes conglomerados de seres vivos pluricelulares
como es el ser humado, formado por ma´s de 1013 ce´lulas. Pero sin embargo, todos ellos comparten
una caracter´ıstica comu´n, y es que incorporan energ´ıa desde su entorno para llevar a cabo sus
funciones vitales y mantener as´ı su organizacio´n. Sin embargo, todo sistema vivo pluricelular se
ha desarrollado a partir de una sola ce´lula que se ha dividido originando dos ce´lulas ide´nticas
mientras transmite su informacio´n gene´tica a las ce´lulas hijas. Esta herencia gene´tica debe
contener las instrucciones necesarias para poder intercambiar informacio´n, energ´ıa y material
biolo´gico con el exterior, por lo que dicha informacio´n gene´tica debe tratarse de una copia exacta
de la contenida en la ce´lula original (Cooper y Hausman 2017; Alberts y col. 2007). Existen
multitud de tipos celulares, formados por distintas estructuras dependiendo de su funcio´n, pero
en te´rminos generales se puede decir que la ce´lula esta´ formada por distintos compartimentos
rodeados por una membrana, conocidos como los orga´nulos celulares.
Entre estos orga´nulos se encuentran varios tipos: el nu´cleo, que contiene el genoma y es el
lugar donde se produce la s´ıntesis de ADN y ARN. El citoplasma que lo rodea esta´ formado
por el citosol, que es una sustancia compuesta principalmente por agua e iones, y donde tiene
lugar la s´ıntesis de prote´ınas y su degradacio´n. El citosol a su vez contiene diversos orga´nulos
suspendidos en e´l (orga´nulos citoplasma´ticos) y es el lugar donde se sintetizan la mayor´ıa de las
mole´culas intermedias que luego servira´n para la construccio´n de las macromole´culas. El ret´ıculo
endoplasma´tico se situ´a alrededor del nu´cleo, y contiene los ribosomas, que leen la informacio´n
del ARN y la traducen en prote´ınas que luego pueden ser transportadas a otros lugares de la
ce´lula. Parte de estas prote´ınas se transportan al aparato de Golgi, donde son modificadas y
enviadas a otras partes de la ce´lula. Los lisosomas contienen enzimas digestivas que degradan el
material celular de origen interno o externo. Por otra parte las mitocondrias son unos orga´nulos
que poseen una membrana adicional interna y llevan a cabo diversas funciones como son la
produccio´n de ATP, o Adenos´ın Trifosfato (la mole´cula energe´tica de la ce´lula) (O’Connor
y Adams 2010; Alberts y col. 2007). El ATP se genera en un proceso denominado fosforilacio´n
oxidativa (Gautheron 1984), que como se vera´ ma´s adelante, conlleva la generacio´n de radicales
libres en forma de ox´ıgeno. Lidiar con estos radicales tambie´n convierte a la mitocondria en uno
de los mecanismos que dispone la ce´lula como defensa anti-oxidante (Cadenas y Davies 2000).
Adema´s la mitocondria puede participar en algunos procesos de regulacio´n celular, ya que puede
desencadenar la apoptosis o la autofagia de la ce´lula ante situaciones de estre´s celular (Alberts
y col. 2007; Nicholls 2002; Friedman y Nunnari 2014). Este orga´nulo puede actuar como almace´n
de cationes en condiciones de aumento de la concentracio´n de Ca+2 en el citoplasma (Nicholls
y Akerman 1982) por lo su funcionamiento puede afectar a la comunicacio´n entre ce´lulas y a la
fisiolog´ıa general del ser humano.
Este orga´nulo posee una cualidad que lo hace u´nico, y es que conserva su propio ADN. Se
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cree que la mitocondria proviene de la endosimbiosis de una α-proteobacteria que fue fagocitada,
convirtie´ndose en la maquinaria encargada de la produccio´n de energ´ıa (Margulis 1970; Margulis
1981) de la ce´lula anfitriona. Aunque existen estudios que demuestran que las mitocondrias
pertenecientes a distintos organismos poseen distintos tipos de ADN (desde un ADN capaz de
codificar para 67 prote´ınas en R. Americana (un tipo de mosca) hasta 3 en los apicomplexas,
unos protistas para´sitos), la hipo´tesis dice que todos comparten un ancestro comu´n, al poseer
genes similares y fragmentos de ADN compartidos entre s´ı (Gray, Burguer y Lang 1999; Gray,
Burguer y Lang 2001; Ernster y Schatz 1981). Estas diferencias en el genoma podr´ıan deberse
a la transferencia de los genes de la mitocondria al nu´cleo a lo largo de la evolucio´n, tal y como
sen˜alan algunos estudios como los mencionados anteriormente o el de Berg y Kurland (2000).
Por otra parte, dependiendo del tipo celular, su funcio´n y sus requerimientos de ATP, las
ce´lulas tendra´n distinto nu´mero de mitocondrias, lo que implica que pueden tener distinto
nu´mero de mole´culas de ADN mitocondrial (mtDNA) por cada ADN nuclear (Barthelemy
y col. 2001; Miller y col. 2003). Adema´s las mitocondrias pueden fusionarse o dividirse (Friedman
y Nunnari 2014; Scott y Youle 2010), lo que implica que el mtDNA debe replicarse en numerosas
ocasiones. Estos ADN se organizan y compactan en los denominados nucleoides (ver figura
1.1A), que son complejos proteicos que contienen factores de transcripcio´n y replicacio´n as´ı
como algunas prote´ınas estructurales necesarias para el mantenimiento del mtDNA (Holt y col.
2007).
Figura 1.1: A) Estructura tridimensional de la mitocondria obtenida mediante criotomograf´ıa electro´nica. La
figura muestra la seccio´n de la mitocondria de una ce´lula cardiaca bovina. En azul se muestran los agregados de
nucleoides en los que se compacta y guarda el ADN mitocondrial (Holt y col. 2007). Las estructuras que los alojan
representan las membranas mitocondriales (figura obtenida de la referencia (Gustafsson, Falkenberg y Larsson
2016)). B) Dibujo esquema´tico del proceso de fosforilacio´n oxidativa. Los complejos proteicos coloreados en
verde (I, II, III y IV). La ATP sintasa utiliza el grandiente de hidro´geno para producir ATP.
Tal y como se ha mencionado anteriormente, la mitocondria tiene una estructura carac-
ter´ıstica, ya que tiene una membrana interior que se repliega formando invaginaciones como
se muestra en la figura 1.1A (Vogel y col. 2006). La membrana externa envuelve a toda la
mitocondria formando una barrera natural selectiva, ya que incluso pequen˜os iones y sustratos
metabo´licos requieren el uso de proteinas transportadoras (Simbeni y col. 1991; Ardail y col.
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1990). La membrana interna encierra la matriz mitocondrial formando las invaginaciones donde
se alojan las prote´ınas implicadas en la fosforilacio´n oxidativa (figura 1.1A, siendo el espacio
entre las membranas el denominado espacio intermembranal.
El proceso de la fosforilacio´n oxidativa ocurre mediante el transporte de electrones entre
varios complejos proteicos integrados en la membrana interna. En la figura 1.1B se muestra un
dibujo esquema´tico del proceso de transferencia de electrones entre dichos complejos proteicos,
denominados I, II, III y IV. El transporte de electrones se utiliza para bombear iones H+
(protones) al espacio intermembranal, creando as´ı un gradiente de protones entre dicho espacio
y la matriz mitocondrial. Este gradiente se usa por la prote´ına de membrana ATP sintetasa
para producir ATP mientras bombea protones a la matriz mitocondrial.
Para que se genere el gradiente de protones, la localizacio´n y el transporte de los electrones
a lo largo de los complejos debe ocurrir con gran precisio´n, lo que implica que una s´ıntesis
incorrecta de los complejos proteicos desembocar´ıa en carencias en la produccio´n de ATP, con
consecuencias nefastas para la ce´lula. Tal y como se comento´ anteriormente, la mitocondria es
un orga´nulo central en el correcto funcionamiento y comportamiento de la fisiolog´ıa humana,
por lo que si este orga´nulo funciona de forma incorrecta, derivara´ en numerosas enfermedades
que engloban todas las a´reas de la medicina: enfermedades neurodegenerativas, s´ındromes me-
tabo´licos, ca´ncer u obesidad. En algunos estudios como el de Nunnari y Suomalainen (2012) o
Ylikallio y Suomalainen (2011) hacen una revisio´n de una multitud de enfermedades produci-
das por fallos en el funcionamiento mitocondrial, como puede ser la atrofia del nervio o´ptico
en adultos, que corresponde a defectos en el complejo I (ver figura 1.1B). Tambie´n sen˜alan que
mutaciones en el ADN nuclear que afectan a las enzimas encargadas de la replicacio´n del ADN
mitocondrial (como es la polimerasaγ (polγ)) pueden causar deso´rdenes hepato-cerebrales, epi-
lepsia o neuropat´ıas (Graziewicz y col. 2004; hudson y Chinnery 2006).
La naturaleza de estas enfermedades demuestra que la mitocondria esta´ involucrada en mul-
titud de procesos fisiolo´gicos de ce´lulas y tejidos. Para llevar a cabo su funcio´n ma´s conocida,
la s´ıntesis de ATP, tienen que ocurrir una serie de fases como es el transporte de electrones a
lo largo de la Cadena de Transporte de Electrones (CTE), que como se ha comentado se utiliza
para generar un gradiente de protones entre las membranas externa e interna. Esto implica que
entre ambas membranas se genera un potencial electrosta´tico que es fundamental para otras
funciones mitocondriales, como son el transporte de prote´ınas a trave´s de las membranas o co-
mo indicador de un correcto funcionamiento del orga´nulo, generando cambios en la estructura
de las prote´ınas en caso de que la mitocondria no funcione como deber´ıa. Adema´s, durante la
CTE entre los complejos I y III (figura 1.1B) se generan diferentes especies de ox´ıgeno reac-
tivo (ROS), que incluyen radicales libres de ox´ıgeno y pero´xido de hidro´geno, lo que se ha
sugerido como contribuyente en algunas enfermedades neurodegenerativas como por ejemplo
la neuropat´ıa hereditaria de Leber (Pa¨tsy y col. 2008). Tambie´n se sabe que los mecanismos
de sen˜alizacio´n ROS/redox pueden afectar al crecimiento o diferenciacio´n celular y al man-
tenimiento de la homeo´stasis, ya que esta´n relacionados con enfermedades como el s´ındrome
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progeroide, producido por mutaciones en la actividad exonucleasa de la polγ (Ahlqvist y col.
2012). Tambie´n participa en la homeo´stasis del Ca+2, ya que como se comento´ es capaz de
almacenar este io´n para mantener la funcio´n celular, convirtie´ndose en un orga´nulo de vital
importancia en ce´lulas como las neuronas, donde el flujo de Ca+2 mediado por la mitocondria
es fundamental para controlar la plasticidad neuronal, la liberacio´n de neurotransmisores o la
neuroge´nesis. Por otra parte, la mitocondria es el lugar donde ocurre el ciclo de Krebs o ciclo del
a´cido c´ıtrico (involucrado en el metabolismo de l´ıpidos, azu´cares o aminoa´cidos), fundamental
en la produccio´n de ATP y en el metabolismo celular. Esto convierte a la mitocondria en un
indicador del estado energe´tico de la ce´lula, y al metabolismo mitocondrial en el organizador
de la respuesta fisiolo´gica de un tejido ante un est´ımulo. Por ello alteraciones en la masa y ac-
tividad mitocondrial, as´ı como en la concentracio´n del mtDNA, pueden ser factores relevantes
en obesidad o s´ındromes metabo´licos, tal y como indica el estudio de Pietila¨nen y col. (2008),
llevado a cabo en gemelos con distinto ı´ndice de obesidad, con el mismo ADN mitocondrial pero
en distinta concentracio´n. Adema´s, en relacio´n al metabolismo mitocondrial, algunos estudios
demuestran que defectos en la s´ıntesis de determinadas enzimas mitocondriales pueden causar
enfermedades graves como ca´ncer (gliomas o paragangliomas), por lo que estas enzimas estar´ıan
actuando como supresores de tumores (Baysall y col. 2000; Cohen, Holmen y Colman 2013).
1.2. ADN mitocondrial
1.2.1. Mole´cula de ADN mitocondrial.
Figura 1.2: A) Descripcio´n gra´fica del ADN. Los nucleo´tidos se unen formando un pol´ımero de cadena de
ADN (cadena sencilla). Luego los polimeros se unen dos a dos formando una estructura de doble he´lice. B)
Representacio´n esquema´tica del ADN mitocondrial humano. El c´ırculo exterior representa una de las cadenas,
y el interior la complementaria. El ADN mitocondrial es un ADN de 16600 pares de bases que codifica para 37
genes (ver texto principal). Ima´genes modificadas de las referencias de Alberts y col. (2007) y Tuppen y col.
(2010).
El ADN mitocondrial es un ADN circular de cadena doble (dsDNA) de 16600 pares de bases
y 37 genes. En la figura 1.2 se detalla la codificacio´n del material gene´tico mitocondrial: 13 genes
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son para prote´ınas asociadas a la cadena de la respiracio´n celular, coloreadas en azul, verde,
amarillo y pu´rpura, 2 se utilizan en la s´ıntesis del ARN riboso´mico (banda roja) y 22 para la
s´ıntesis de ARN de transferencia (bandas negras). La zona en gris es la zona de no codificacio´n,
que incluye el D-loop (en sus siglas en ingle´s) y el punto OH, lugar de inicio de la replicacio´n
en la cadena l´ıder. El punto sen˜alizado como OL en la misma figura indica el punto de inicio de
la replicacio´n de la cadena retrasada (Anderson y col. 1981). El resto de prote´ınas necesarias
para la funcio´n mitocondrial (unas ∼1200) se producen en el nu´cleo celular, y son importadas
directamente a la mitocondria (Gustafsson, Falkenberg y Larsson 2016; Berg y Kurland 2000).
Una ce´lula puede tener distinto nu´mero de mole´culas de ADN mitocondrial en funcio´n del
tipo celular y su funcio´n (Miller y col. 2003; Barazzoni, Short y Nair 2000). Adema´s los procesos
de fusio´n y divisio´n celular pueden implicar la regulacio´n y copia del genoma mitocondrial, lo
que convierte a la replicacio´n del ADN mitocondrial en un proceso de suma importancia para
permitir a la mitocondria conservar su funcio´n.
1.2.2. S´ıntesis del ADN mitocondrial humano.
Figura 1.3: Distintos modelos propuestos para la replicacio´n del ADN mitocondrial humano. Imagen originaria
del art´ıculo de McKinney y Oliveira (2013).
Si bien no existe una explicacio´n clara que explique co´mo ocurre la replicacio´n del ADN
mitocondrial humano, existen varios modelos que intentan explicar dicho feno´meno. Estos mo-
delos vienen esquematizados en la figura 1.3, y se consideran generalmente 3: el modelo de
replicacio´n acoplada, el modelo RITOLS (en sus siglas en ingle´s RNA Incorporated Through
Out The Lagging Strand), y el modelo de desplazamiento de banda (McKinney y Oliveira 2013;
Holt y Reyes 2012). El primero de todos, el modelo de replicacio´n acoplada, la s´ıntesis del ADN
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ocurre de forma unidireccional y asime´trica, con dos or´ıgenes de replicacio´n distintos: uno en el
punto OH de la de la denominada cadena l´ıder y otro en el OL de la llamada cadena retrasada
(ver figura1.2B). En ambos sitios la replicacio´n comienza con la adiccio´n del RNA iniciador,
sintetizado por la ARN polimerasa (McKinney y Oliveira 2013) y sustrato utilizado por la polγ
para empezar la incorporacio´n de los nucleo´tidos. Otro modelo considerado es el RITOLS, en el
cual la replicacio´n comienza en punto OH en la cadena l´ıder mientras que en la cadena retrasada
se generan fragmentos de ARN. Es decir, la replicacio´n del ADN mitocondrial humano es un
du´plex en los que una de las dos cadenas se encuentra recubierta por ARN (Pohjoismaki y col.
2010).
Por otra parte, el modelo de desplazamiento de banda es similar al modelo RITOLS ya
que la s´ıntesis del ADN se da en ambas cadenas pero con la diferencia de que no se generan
fragmentos de Okazaki (Clayton 1991). Como en el RITOLS, para que la replicacio´n en ambas
cadenas ocurra de forma coordinada existen dos puntos de comienzo de la replicacio´n: OH en
la cadena l´ıder y el OL en la cadena retrasada (la cadena interior y exterior del esquema de la
figura1.4, respectivamente). La replicacio´n se inicia en OH donde la helicasa Twinkle (detallada
en la seccio´n 1.2.3) abre la cadena doble de ADN en dos cadenas sencillas. En la cadena l´ıder
la ARN polimerasa sintetizara´ un pequen˜o fragmendo de ARN (el primer de ARN, coloreado
en morado en la figura 1.4) (Frick y Richardson 2001; kuchta y Stengel 2010); este fragmento
se utilizara´ como cebador para la ADN polimerasa, que replicara´ el ADN desde la direccio´n
5’ a la 3’ mientras utiliza la cadena l´ıder como molde y sintetiza una cadena sencilla de ADN
complementaria generando como resultado una cadena doble de ADN copia del genoma original.
Mientras tanto la cadena retrasada es ra´pidamente recubierta por unas prote´ınas llamadas SSB
(de sus siglas en ingle´s Single Stranded Binding protein, seccio´n 1.2.3, coloreadas en verde
en la figura 1.4); estas prote´ınas aseguran la coordinacio´n de la s´ıntesis del ADN e impiden
la transcripcio´n del RNA por parte de la RNA polimerasa (Fuste´ y col. 2014), inhibiendo el
comienzo de la replicacio´n de la cadena retrasada. De esta forma, cuando se han replicado
2/3 partes de la cadena l´ıder y la polγ ha sobrepasado el punto OL, se genera un lazo de
replicacio´n en la cadena retrasada que sera´ reconocido y utilizado por la ARN polimerasa para
sintetizar un fragmento de ARN de unos 25 nt. Este fragmento marca el inicio de la replicacio´n
de la cadena retrasada (Fuste´ y col. 2014; Gustafsson, Falkenberg y Larsson 2016) donde la
polimerasa tendra´ que replicar un sustrato de ADN de cadena sencilla recubierto por SSB,
por lo que el sistema cambia significativamente con respecto a la replicacio´n de la cadena l´ıder.
Este mecanismo implica que la replicacio´n de ambas cadenas esta´ interconectada al comenzar la
s´ıntesis de la cadena retrasada cuando se han replicado 2/3 del total de la cadena l´ıder. Despue´s
de este paso la elongacio´n de ambas cadenas continu´a hasta haber terminado el genoma por
completo, resultado en dos copias ide´nticas del ADN original.
Este modelo se basa en estudios como los de Korhonen y col. (2004), donde consiguieron
reconstituir un replisoma capaz de lograr la elongacio´n de un ADN in vitro con un sistema
simple de tres prote´ınas: la helicasa twinkle, la polimerasa γ y la SSB. Adema´s, tambie´n vieron
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que las interacciones entre las prote´ınas del sistema mitocondrial reconstituido parecen ser
espec´ıficas, ya que la Twinkle no estimula la replicacio´n de las polimerasas del bacterio´fago
T7 o T4, pese a compartir homolog´ıa y ser estructural y funcionalmente similares (Graziewicz
y col. 2004; Ye, Carrodeguas y Bogenhagen 1996; Spelbrink y col. 2001).
Este feno´meno hace que el estudio de las interacciones entre las prote´ınas requeridas para
lograr la s´ıntesis del ADN mitocondrial humano in vitro sea especialmente interesante, ya que
parece ser fundamental para lograr la replicacio´n del genoma mitocondrial.
Figura 1.4: Representacio´n gra´fica del modelo de desplazamiento de banda. La replicacio´n empieza en el punto
OH, donde se produce la apertura de la cadena doble por la helicasa, la replicacio´n de la cadena sencilla por
la polimerasa tras la s´ıntesis del primer (en morado) y la ra´pida cobertura de la cadena sencilla generada por
la SSB. Cuando se ha alcanzado dos terceras partes del genoma, en la zona OL empieza la replicacio´n de la
cadena desplazada, donde la polimerasa se encarga de replicar la cadena sencilla recubierta por la SSB. (Imagen
modificada de la referencia de Gustafsson, Falkenberg y Larsson (2016)).
1.2.3. Estructura y funcionamiento de las prote´ınas implicadas
En las secciones anteriores se ha comentado que son necesarias un mı´nimo de 3 prote´ınas
para llevar a cabo la s´ıntesis del ADN mitocondrial humano in vitro. Estas prote´ınas son:
Helicasa Twinkle
Entre sus funciones ma´s conocidas, las helicasas son enzimas cuya funcio´n es abrir la ca-
dena doble de ADN en dos cadenas sencillas. Son motores moleculares capaces de producir
movimiento a partir del consumo de energ´ıa, en el caso particular de la Twinkle, en forma
de ATP. Recorre el ADN desde la direccio´n 5’ a la 3’(Korhonen, Gaspari y Falkenberg 2003;
Ferna´ndez-Milla´n y col. 2015), y adema´s de abrir la cadena doble de ADN, se ha reportado que
una de sus funciones podr´ıa ser ayudar en la unio´n de la cadena de ADN a su complementaria,
ya que es capaz de reclutar fragmentos de ADN de cadena sencilla acelerando el proceso (Sen
y col. 2012).
El mecanismo de apertura propuesto es similar al de otras helicasas del mismo tipo, que
consiste en abrazar una de las cadenas del ADN en el canal central de la enzima, dejando la otra
cadena libre por fuera del hexa´mero, de forma que la prote´ına se mueve trepando como un motor
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Figura 1.5: Estructura cristalogra´fica de las prote´ınas implicadas en la replicacio´n. A) Helicasa hexame´rica
Twinkle, vista superior (A.1), lateral (A.2) e inferior (A.3). B) Polγ, es una holoenzima formada por tres
subunidades en la que una es el nu´cleo catal´ıtico (con la forma de mano caracter´ıstica de estas enzimas) y dos
se unen entre s´ı (formando una subunidad con forma de champin˜on), permaneciendo unidas a la subunidad
catal´ıtica. C) estructura cristalogra´fica de la SSB. C.1) tetra´metro de la mtSSB formado por cuatro mono´meros
(separados por la l´ınea verde de simetr´ıa). C.2) SSB de E.Coli, sobre la que se ha modelizado la unio´n del
ADN en el modo 65. (Ima´genes obtenidas de (Ferna´ndez-Milla´n y col. 2015; Yakubovskaya y col. 2007; Curth,
Urbanke y Kang 1997; Suksombat y col. 2015)).
molecular de manera que cada una de sus subunidades se mueve de forma secuencial unie´ndose
al ssDNA una detra´s de otra (Ferna´ndez-Milla´n y col. 2015; Korhonen, Gaspari y Falkenberg
2003; Jeong, Levin y Patel 2004; Patel 2009; Jeong, Rajagopal y Patel 2013; Sun y col. 2011;
Itsathitphaisarn y col. 2012; Picha y Patel 1998; Egelman y col. 1995).
Polimerasa Polγ
La enzima encargada de sintetizar la cadena doble de ADN es la ADN polimerasa. Utiliza
una hebra de cadena sencilla de ADN como molde, y va leyendo secuencialmente las posiciones
de la cadena molde mientras incorpora los nucleo´tidos correspondientes en el extremo 3’ del
ADN que se esta´ replicando (ver figura 1.4). A diferencia de otras polimerasas, polγ agrupa las
funciones de replicacio´n y reparacio´n en la misma enzima (Kaguni 2004; Graziewicz, Longley
y Copeland 2005). Tambie´n es capaz de detectar los nucleo´tidos que la propia enzima ha
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incoporado de forma incorrecta (en un proceso llamado exonucleo´lisis, que se describira´ ma´s
adelante), disminuyendo por lo tanto la probabilidad de generar una copia de ADN con una
o ma´s posiciones mutadas (Longley y col. 1998; Olson y Kaguni 1992). Esta enzima tiene un
rango o´ptimo de pH (7.5-9.5), requiere un io´n divalente para levar a cabo su funcio´n (Mg+2)
y tiene alta afinitidad por los dNTP. Estructuralmente esta´ formada por 3 subunidades que
cumplen distintas funciones (figura 1.5)(Ye, Carrodeguas y Bogenhagen 1996; Kaguni 2004;
Yakubovskaya y col. 2006; Yakubovskaya y col. 2007; Johnson y col. 2000):
Subunidad catal´ıtica (polγA): Utiliza la energ´ıa liberada en la hidro´lisis del grupo fosfato
de los nucleo´tidos para llevar a cabo su incorporacio´n en el extremo 3’ del primer, produ-
ciendo as´ı la cadena doble de ADN a partir de la cadena molde. Su estructura se asemeja
a la forma de la mano derecha (ver figura 1.5), con subdominios conocidos como los dedos,
la palma y el pulgar. El centro activo de la polimerasa, que contiene aminoa´cidos esencia-
les para la cata´lisis, esta´ localizado en el subdominio de la palma, que forma la base del
valle formado por los dedos y el pulgar. El subdominio de los dedos es esencial para el
reconocimiento y unio´n de los nucleo´tidos, dejando el pulgar como encargado de la unio´n
al sustrato de ADN (Rothwell y Waksman 2005). Situado a continuacio´n de la palma se
encuentra la regio´n encargada de llevar a cabo la actividad exonucleol´ıtica, que elimina
los nucleo´tidos incorporados erro´neamente. Adema´s, el nu´cleo catal´ıtico es homo´logo al
de la polimerasa del bacterio´fago T7 (Graziewicz y col. 2004). El proceso de incorporacio´n
del nucleo´tido implica una sucesio´n de cambios de conformacio´n y estados intermedios
en la subunidad catal´ıtica, de forma que se produce un proceso c´ıclico cada vez que se
an˜ade un nuevo nucleo´tido sobre el primer. Durante este proceso la subunidad catal´ıti-
ca puede estar en dos estados posibles: con los dedos cerrados o con los dedos abiertos.
As´ı, el ciclo comienza con la unio´n de un nucleo´tido cualquiera (dNTP) a la polimerasa,
formando un complejo polimerasa-dNTP-ADN; si el nucleo´tido es el complementario a
la posicio´n correspondiente del molde de ADN, lo dedos se cierran a trave´s de una serie
de estados intermedios formando una estructura estable. Despue´s se forman una serie
de enlaces covalentes que preparan el nu´cleo activo para llevar a cabo la hidro´lisis del
nucleo´tido. Posteriormente se produce el enlace fosfodie´ster entre carbonos y la liberacio´n
del pirofosfato (PPi), provocando al mismo tiempo el cambio de estado al estado abierto
de la estructura con forma de mano. Durante este paso la polimerasa translocara´ a la
siguiente posicio´n del ADN, y volvera´ al estado inicial dejando el extremo 3’ del primer
libre, susceptible de unir un nuevo nucleo´tido (Berman y col. 2007; Steitz 2006; Mor´ın
y col. 2015). Si el nucleo´tido incorporado es incorrecto se perturbara´ la estructura forma-
da por el nu´cleo catal´ıtico y el du´plex de ADN, provocando que el primer migre hacia
la regio´n exonucleol´ıtica, donde se elimina el nucleo´tido erro´neo (Vega, Blanco y Salas
1999; Donlin, Patel y Johnson 1991; Ibarra y col. 2009). Este proceso hace que polγ se
caracterice por su alta fidelidad, ya que se ha estimado que comete un error cada medio
millo´n de nucleo´tidos introducidos (Lee y Johnson 2006; Johnson y Johnson 2001b). Esta
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actividad exonucleasa funciona en la direccio´n 3’→5’, tambie´n requiere un io´n divalen-
te para poder funcionar (Kaguni 2004) y tiene lugar de forma intramolecular (Johnson
y Johnson 2001a). Adema´s se sabe que la actividad exonucleasa no altera la eficiencia del
proceso de polimerizacio´n del ADN, ya que se ha estimado que dicha actividad supone
un 0.14 % del total. No obstante no se trata de una actividad procesiva, lo que significa
no se eliminan varios nucleo´tidos cada vez que hay una incorporacio´n incorrecta, sino que
cada hidro´lisis llevada a cabo para eliminar un nucleo´tido requiere que el primer migre
hacia la regio´n exonucleasa de la subunidad catal´ıtica.
Subunidad accesoria: Esta formada por las otras dos subunidades restantes (polγB) (Ca-
rrodeguas y col. 2001), y se ha demostrado que su unio´n al nu´cleo catal´ıtico aumenta
el nu´mero de nucleo´tidos que la enzima es capaz de replicar antes de soltarse del ADN
(procesividad), as´ı como mejora la capacidad de polimerizacio´n y correccio´n de errores de
la holoenzima (Lim, Longley y Copeland 1999; Johnson y col. 2000; Lee y col. 2010; Gra-
ziewicz, Longley y Copeland 2005). Por si sola, la subunidad polγA replica unos ∼100nt,
pero se su unio´n con la polγB incrementa la afinidad de ambas prote´ınas al ADN, lo que
consigue aumentar la procesividad a longitudes mayores a ∼1000 pares de bases, depen-
diendo de las condiciones experimentales (Lim, Longley y Copeland 1999). Adema´s, una
vez la holoenzima se ha unido al ADN, los dos mono´meros que forman polγB favorecen
la colocacio´n o´ptima del primer en el interior de la enzima, ya que situ´a el extremo 3’
en el nu´cleo catal´ıtico, lo que estimula la formacio´n del enlace fosfodie´ster con el dNTP
entrante (Lee y col. 2010).
La funcio´n que lleva a cabo la polimerasa hace que cualquier mutacio´n o variacio´n en su
estructura pueda resultar de vital importancia para la ce´lula. El de´ficit del nu´mero de mole´culas
de ADN necesarias para llevar a cabo una funcio´n mitocondrial determinada, o la introduccio´n
de mutaciones en el material gene´tico ocasionadas por una polimerasa que no lleva a cabo su
funcio´n correctamente puede dar lugar al desarrollo de diversos tipos de enfermedades. En el
estudio de Luoma y col. (2004) relacionan mutaciones en polγ con el Parkinson o con la apa-
ricio´n de la menopausia de forma prematura. Tambie´n se ha encontrado que mutaciones en la
subunidad catal´ıtica de esta enzima ocasionen Oftalmoplegia externa progresiva (PEO), una
enfermedad rara que se caracteriza por la debilidad muscular ocular y del pa´rpado superior
(Graziewicz y col. 2004; hudson y Chinnery 2006). Por otra parte, mutaciones en el dominio
exonucleol´ıtico pueden generar la aparicio´n de enfermedades como miopat´ıa mitocondrial (enfe-
merdad caracterizada por la aparicio´n progresiva de debilidad en la musculatura esquele´tica) o
el s´ındrome de Alpers, una enfermedad multisinto´matica caracterizada por epilepsia intratable,
regresio´n psicomotora y fallo hepa´tico, que aparece como consecuencia de la deplecio´n del ADN
mitocondrial (Euro y col. 2011; Szczepanowska y Foury 2010; Atanassova y col. 2011).
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SSB
La SSB es una prote´ına que se une a la cadena sencilla de ADN, evitando su degradacio´n,
haciendo de diana para otras prote´ınas y generando el sustrato nucleo-proteico sobre el que
algunas enzimas deben actuar (Kornberg y Baker 1992; Wong y col. 2008; Roy y col. 2009;
Oliveira y Kaguni 2010; Farr, Wang y Kaguni 1999; Myers y Romano 1988).
Algunos tipos de SSB esta´n compuestas por cuatro subunidades iguales dispuestas sime´tri-
camente formando un tetra´mero (comopor ejemplo la SSB de mitocondria humana (mtSSB) o
la SSB de Escherichia Coli (EcoSSB) (Curth, Urbanke y Kang 1997), cuya estructura cristalina
se muestra en la figura 1.4 C.1). Cada monomero presenta un dominio que une nucleo´tidos y
oligosacaridos (OB-fold), y son los encargados de estabilizar las interacciones prote´ına-ADN
(Flynn y Zou 2010; Murzin 1993); adema´s, permiten a los tetra´meros organizar un nu´mero
variable de nucleo´tidos (Shereda y col. 2008). En experimentos in vitro llevados a cabo con
EcoSSB, se ha encontrado organiza el ADN en dos modos principales de unio´n, 35 y 65 nu-
cleo´tidos (Lohman y Overman 1985). La unio´n en uno u otro modo lo determinan el tipo y
concentracio´n io´nica del entorno, as´ı como la densidad de prote´ına unida al ADN (Lohman
y Ferrari 1994; Ferrari, Bujalowski y Lohman 1994).
La SSB de mitocondria humana (mtSSB) es fundamental en el proceso de replicacio´n del
ADN mitocondrial humano. Es una prote´ına esencial para mantener los niveles de ADN mito-
condrial, y tiene un rol vital en las fases de iniciacio´n y elongacio´n de la replicacio´n (Maier y col.
2001; Ruhanen y col. 2010). Cubre la cadena retrasada y mantiene interacciones funcionales
con el resto de prote´ınas implicadas en la horquilla de replicacio´n incluida la estimulacio´n de
la polγ o la Twinkle (Kornberg y Baker 1992; Wong y col. 2008; McKinney y Oliveira 2013;
Farr, Wang y Kaguni 1999; Williams y Kaguni 1995). Adema´s, ayuda en la organizacio´n del
ADN mitocondrial en los nucleoides (Bogenhagen y col. 2003) y podr´ıa estar involucrada en el
proceso de reparacio´n del genoma mitocondrial (Wong y col. 2008). La mtSSB esta´ formada
por cuatro subunidades de 16kDa que contienen un dominio OB (Curth, Urbanke y Kang 1997)
formando una estructura similar a la SSB de E.Coli, con quien comparte una serie de res´ıduos
en la regio´n del extremo amina (Raghunathan y col. 1997). Ambas SSB comparten propiedades
f´ısico-qu´ımicas, demostra´ndose que la mtSSB tambie´n presenta un taman˜o variable de unio´n
de 50-70 nt por tetra´mero (Curth y col. 1994). Estas similitudes sugieren que la mtSSB podr´ıa
cambiar de modo en funcio´n del proceso fisio´logico o el contenido salino del medio, tal y como
se ha demostrado con la SSB de E.Coli (Lohman y Ferrari 1994; Overman y Lohman 1994).
Existen estudios donde utilizan espectroscopia de fuerzas para analizar el efecto que tienen
distintas tensiones aplicadas sobre complejos SSB-ADN (Suksombat y col. 2015; Maffeo y Ak-
simentiev 2017; Bell, Liu y Kowalczykowski 2015; Zhou y col. 2011). Estos estudios analizan la
dina´mica de unio´n de prote´ınas individuales sobre sustratos de ADN que se encuentran bajo
tensio´n, por lo que permiten obtener informacio´n sobre las constantes de equilibrio y la inter-
accio´n ADN-SSB. De esta forma han obtenido que la SSB es capaz de difundir a trave´s del
ADN reptando en pasos de unos pocos nucleo´tidos (1-4nt) (Zhou y col. 2011), lo que convierte
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al pol´ımero SSB-ADN en un sustrato dina´mico en movimiento constante (Zhou y col. 2011; Ha,
Kozlov y Lohman 2012).
1.3. In singulo: sistemas biolo´gicos desde el punto de
vista de las mole´culas individuales
1.3.1. Te´cnicas de manipulacio´n de mole´culas individuales
La ce´lula es una entidad dina´mica en la que tienen lugar multitud de procesos que involucran
movimientos y desplazamientos, desde transporte de la propia ce´lula o prote´ınas hasta s´ıntesis
del ADN. Todos ellos tienen lugar gracias a la aparicio´n de fuerzas que los hacen posibles de
forma que la tensio´n se convierte en una variable ma´s de las reacciones biolo´gicas. La fuerza
altera procesos tan fundamentales como plegamiento de prote´ınas (Rief y col. 1997; Carrion-
Vazquez y col. 1999), el comportamiento de motores moleculares (Keller y Bustamante 2000;
Mor´ın y col. 2015; Goel, Astumian y Herschbach 2003; Wuite y col. 2000) o estiramiento de
mole´culas de ADN (Smith, Cui y Bustamante 1996).
La capacidad de estudiar estos procesos ha evolucionado enormemente en las u´ltimas de´ca-
das mediante el desarrollo de nuevas te´cnicas que permiten aislar mole´culas individuales, ejercer
fuerzas sobre ellas y estudiar sus movimientos en tiempo real (Neuman y Nagy 2008; Busta-
mante, Bryant y Smith 2003). A diferencia de las te´cnicas tradicionales donde los resultados
provienen del promediado de todas las interacciones y mediciones de miles o millones de mole´cu-
las, estas te´cnicas permiten acceder a las fluctuaciones y dina´mica del movimiento de mole´culas
individuales, as´ı como estudiar el efecto de tensiones aplicadas en el sistema. Sus aplicaciones
var´ıan desde la manipulacio´n de ce´lulas individuales de unos ∼100µm (Hormen˜o y Gonza-
lez 2006) al estudio de polimerasas mientras replican un ADN en tiempo real (Moffitt y col.
2008; Bustamante, Bryant y Smith 2003; Wuite y col. 2000). Las te´cnicas ma´s utilizadas en
experimentos de mole´culas individuales son las p´ınzas o´pticas (OT), el microscopio de fuerza
ato´mica (AFM) y las p´ınzas magne´ticas (MT). En la tabla 1.1 se muestra una comparativa de
los instrumentos existentes (Neuman y Nagy 2008).
El instrumento de las pinzas o´pticas se consolida como un sistema ido´neo para los estudios
de mole´culas individuales, ya que permite atrapar part´ıculas de pequen˜o taman˜o (de ∼20nm a
µm) y ejercer fuerzas de ma´s de 100pN. Al mismo tiempo es capaz de detectar el movimiento
tridimensional que lleva a cabo la part´ıcula atrapada, con precisio´n nanome´trica y del orden
del milisegundo, lo que permite analizar la dina´mica de dicha part´ıcula (Hormen˜o y Gonzalez
2006; Williams 2002; Gonzalez 2013; Moffitt y col. 2008)
Aunque se explicara´ en detalle en la seccio´n 3.1, en te´rminos generales las pinzas o´pticas
consisten en un la´ser focalizado en un punto, de forma que todas las part´ıculas diele´ctricas
que se situ´an alrededor de dicho punto experimentan una fuerza que las empuja hacia el punto
focal. Esto hace que el sistema se comporte como una trampa o´ptica en la que una part´ıcula
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Tabla 1.1: Tabla comparativa con los distintos intrumentos: pinzas o´pticas, pinzas magne´ticas y microscopio de
fuerza ato´mica.
diele´ctrica quedara´ atrapada en el punto punto focal, de forma que se asimila a una part´ıcula
unida por un muelle ela´stico a dicho punto.
Este comportamiento hace que las pinzas o´pticas permitan medir las fuerzas que generan
los movimientos de la part´ıcula atrapada, por lo que es un instrumento de gran utilidad para
estudiar determinados sistemas biolo´gicos como por ejemplo experimentos donde part´ıculas
diele´ctricas cubiertas por kinesinas son transportadas a trave´s de microtu´bulos, donde se pueden
medir las fuerzas que son capaces de ejercer dichas kinesinas (en torno a ∼5-6pN) u obtener
propiedades sobre la cine´tica de su movimiento (Block, Goldstein y Schnapp 1990; Svoboda
y Block 1994). Las pinzas o´pticas tambie´n han servido para obtener las fuerzas de enlace
que existen entre los enlaces de puente de hidro´geno en determinadas condiciones fisiolo´gicas
(Naranjo y col. 2017), informacio´n de gran utilidad para estudiar la estabilidad de los enlaces
biolo´gicos. Otros experimentos de gran relevancia han sido experimentos donde mole´culas de
ADN de cadena doble y cadena sencilla son estirados, obteniendo sus propiedades ela´sticas
y su comportamiento en distintas condiciones experimentales, donde se ha demostrado que
los enlaces entre nucleo´tidos se rompen en torno a ∼12-15pN dependiendo de las condiciones
experimentales, as´ı como a fuerzas altas (∼80pN) se logra desestructurar la estructura de cadena
doble de ADN a la vez que se rompen los enlaces de apilamiento de unio´n entre nucleo´tidos
(Smith, Cui y Bustamante 1996; Bosco, Camunas-Soler y Ritort 2014).
Precisamente son estos estudios de estiramiento de ADN los que han servido de base para
los experimentos llevados a cabo en esta tesis. Se han utilizado mole´culas de ADN sometidas
a tensio´n para estudiar el efecto que producen las fuerzas sobre la replicacio´n, obteniendo
informacio´n sobre las energ´ıas implicadas en el proceso de incorporacio´n del nucleo´tido y la
meca´nica de la replicacio´n de polimerasa, analizando una sola enzima en cada experimento.
Tambie´n hemos podido estudiar la unio´n de la SSB al ADN y la interaccio´n de un sistema
polimerasa-SSB, reduciendo los experimentos a una sola polimerasa replicando un solo ADN.
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1.3.2. La fuerza como coordenada termodina´mica
Muchos procesos moleculares implican cambios conformacionales grandes que acontecen
dentro de las propias mole´culas o afectan a la interaccio´n entre ellas. Estos cambios confor-
macionales pueden implicar cambios en la extensio´n entre mole´culas, ser parte del movimiento
de un motor molecular a lo largo de una estructura, o producir la deformacio´n de una enzima
cuando se une a un sustrato. Dichos cambios pueden verse modificados por efecto de fuerzas
externas aplicadas sobre el sistema, ya que la fuerza meca´nica puede afectar a la cine´tica de
la reaccio´n, desplazar su equilibrio, modificar el ratio de la reaccio´n o cambiar el perfil de la
energ´ıa libre del sistema (Bustamante y col. 2004; Tinoco y Bustamante 2002).
Figura 1.6: Representacio´n esquema´tica del efecto de la fuer-
za sobre la energ´ıa libre. El eje horizontal representa la coor-
denada meca´nica (ej: cambio conformacional en un motor
molecular) y el eje vertical la energ´ıa libre. La l´ınea azul
(G0) representa la curva de transicio´n entre los dos estados
A y B cuando no hay fuerza aplicada. La l´ınea roja disconti-
nua representa la misma curva bajo el efecto de una fuerza.
La cruz representa el estado de transicio´n.
La figura 1.6 representa un diagrama
esquema´tico del efecto de una fuerza so-
bre una reaccio´n en la que un estado A es
convertido a un estado B, correspondien-
tes a estados observables del sistema (ej:
posiciones de una enzima a lo largo del
ADN) (Bustamante y col. 2004; Tinoco
y Bustamante 2002). Cada estado ocupa
una posicio´n en la coordenada x, siendo
xA y xB los puntos locales de energ´ıa libre
ocupados por A y B, respectivamente. En
ausencia de fuerza la diferencia de energ´ıa
entre A y B es:
∆G(F = 0) = ∆G0 + kBT ln
[A]
[B]
(1.1)
∆G0 es la energ´ıa libre de reaccio´n a 0 fuerza, [A] y [B] representan las probabilidades de
poblar el estado A o B respectivamente, kB es la constante de Boltzmann y T es la temperatura
absoluta. La aplicacio´n de una fuerza cambia el perfil energe´tico de la transicio´n (figura 1.6):
∆G(F ) = ∆G0 − F (xA − xB) + kBT ln
[A]
[B]
(1.2)
Donde xB − xA = ∆xAB (figura 1.6) es el cambio conformacional asociado a la transicio´n
entre los estados A y B. En equilibrio ∆G = 0, luego:
∆G0 − F ·∆xAB = −kBT ln
[A]eq(F )
[B]eq(F )
= −kBT ln Keq(F ) (1.3)
Finalmente se obtiene que la fuerza modifica la constante de equilibrio de la reaccio´n de la
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siguiente forma:
Keq(F ) = K(0) · e
−
F ·∆xAB
kBT (1.4)
Se puede seguir un razonamiento ana´logo (Tinoco y Bustamante 2002) para explicar el
efecto de la fuerza sobre la tasa de transicio´n del estado A al B, llega´ndose a una expresio´n del
mismo tipo:
kA→B(F ) = k(0)A→B · e
−
F ·∆x+A
kBT (1.5)
Donde ∆x+A = x+−xA representa el cambio en distancia al estado de transicio´n. Por lo tanto
la fuerza puede utilizarse para modificar tanto la tasa de una reaccio´n entre dos estados como
para incrementar la probabilidad de encontrar el sistema en uno u otro estado, lo que convierte
a la fuerza aplicada sobre un sistema en una variable de gran intere´s a estudiar, en particular en
sistemas biolo´gicos en los que tensiones meca´nicas pueden tener un papel fundamental (cambios
de estado de plegamiento a desplegamiento de prote´ınas, inhibir o estimular el movimiento de
un motor molecular a lo largo del ADN, etc).
1.3.3. Teor´ıa del atrapamiento o´ptico
Se ha comentado anteriormente que las pinzas o´pticas permiten atrapar part´ıculas de pe-
quen˜o taman˜o. Para ello utilizan la propiedad de la luz de transportar momento angular y
linear para interaccionar con la materia en funcio´n de su ı´ndice de refraccio´n, as´ı como la pro-
piedad de los fotones de ejercer presio´n sobre la materia (Hormen˜o y Gonzalez 2006; Smith,
Cui y Bustamante 2003; Ashkin 1970; Ashkin y col. 1986).
Si entendemos la luz como un conjunto de fotones que viajan con un determinado momento,
una part´ıcula diele´ctrica sentira´ dos tipos de interacciones cuando se encuentra iluminada por
un haz de luz, la fuerza de scattering, producida por los fotones que impactan sobre la part´ıcula
y que la impulsan en la direccio´n de propagacio´n del haz, y la fuerza de gradiente, debida al
efecto del gradiente de campo ele´ctrico que produce la luz y que la movera´n hacia la zona de
mayor intensidad de campo ele´ctrico del haz (Smith, Cui y Bustamante 2003; Ashkin 1970;
Ashkin y col. 1986). En el esquema de la figura 1.7 se ilustra el efecto que ejerce la luz sobre
una esfera que es iluminada por un haz la´ser con perfil de intensidad gaussiano. En el diagrama
de la izquierda, una part´ıcula diele´ctrica de ı´ndice de refraccio´n alto se encuentra sumergida
en un haz la´ser sin focalizar. Sean a y b las trayectorias trazadas por dos fotones distintos que
al atravesar la esfera se difractan, y como consecuencia, cambian su momento. El cambio de
momento se transfiere a la esfera, generando las fuerzas Fb y Fa. Dado que un mayor nu´mero
de fotones siguen la trayectoria b por estar ma´s cercana al ma´ximo de intensidad, Fb>Fa, luego
la esfera tendera´ a permanecer en el centro del haz, cerca de la zona del ma´ximo de intensidad.
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Figura 1.7: Fuerzas actuando en una esfera diele´ctrica que
se encuentra en un haz la´ser con un perfil de intensidad
gaussiano. A) El la´ser no esta´ focalizado. Los rayos a y
b atraviesan la esfera generando las fuerzas de scattering
y gradiente, estando esta u´ltima dirigida hacia el centro
del haz ya que Fb>Fa. B) El la´ser esta´ focalizado en un
punto. Si la esfera se encuentra entre la lente y el punto
focal, las dos fuerzas resultantes, scattering y de gradiente
tendera´n a ir hacia el punto focal; si se encuentra ma´s
alejada del punto focal, la fuerza de gradiente superara´ a
la de scattering y la esfera tendera´ a situarse en el punto
focal.
Sin embargo, para lograr el atrapamien-
to o´ptico tridimensional, hay que corregir la
fuerza de scattering, y para ello hay que foca-
lizar el haz de luz la´ser en un punto concreto
(ima´gen 1.7, B)); lo que se consigue usando
un objetivo de microscopio1. En el punto fo-
cal el gradiente de campo ele´ctrico sera´ ma´xi-
mo, luego se generara´ una fuerza de gradien-
te que apuntara´ siempre en la direccio´n de
ma´xima intensidad (tambie´n conocido como
punto focal), manteniendo la esfera en dicha
regio´n y logrando el atrapamiento tridimien-
sional (Ashkin 1970; Ashkin y col. 1986).
Esto implica que en la cercan´ıa de la
trampa o´ptica, la fuerza que experimenta la
esfera es proporcional a su separacio´n del
punto focal, por lo que la trampa o´ptica se
comporta como un muelle ela´stico que sigue
la ley de Hooke:
F = −k · xF (1.6)
La constante k es la constante ela´stica, que dependera´ de las caracter´ısticas del instrumento,
de la potencia de los la´seres, el taman˜o de las part´ıculas atrapadas y su ı´ndice de refraccio´.
Mientras que xF es la separacio´n de la part´ıcula desde la posicio´n de equilibrio dentro de la
trampa.
1En la seccio´n 3.1 se detallan los materiales y el instrumental empleado en la fabricacio´n de las pinzas o´pticas.
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En el presente trabajo de tesis se han abordado los siguientes objetivos:
1) Caracterizar el efecto del proceso de replicacio´n del ADN sobre el modo de
unio´n de mtSSB al ADN de cadena sencilla: Se ha demostrado que la mtSSB se une
al ADN en varios modos de unio´n que podr´ıan depender del proceso fisiolo´gico, pero sin
embargo se desconoce si en la replicacio´n predomina uno u otro. Para comprender mejor
el funcionamiento de mecanismo de replicacio´n del ADN mitocondrial humano, en esta
tesis pretendemos determinar si existe un modo de unio´n predominante, lo que ayudara´
a comprender en funcionamiento de este sistema. Para ello:
• Analizaremos la unio´n de la mtSSB al ADN en distintas condiciones experimentales
de concentracio´n de sal y prote´ına. Recurriremos a las pinzas o´pticas para ejercer
fuerzas sobre un sistema de cadena sencilla de ADN, y veremos como las tensiones
aplicadas en sustratos ssDNA-mtSSB afectan a la estabilidad del pol´ımero y de las
uniones mtSSB-ssDNA.
• Utilizaremos el modelo f´ısico-matema´tico del Freely Jointed Chain para estudiar el
complejo mtSSB-ssDNA como un pol´ımero, lo que nos permitira´ obtener el nu´mero
de nucleo´tidos que une cada mtSSB en cada condicio´n experimental, as´ı como que´
porcentaje de ssDNA se cubre por completo con mtSSB.
• Pretendemos disen˜ar un sistema experimental que simule in vitro la replicacio´n de
la cadena l´ıder, lo que nos ayudara´ a determinar si existe algu´n modo de unio´n
predominante en dicho proceso. Para ello nos valdremos de las pinzas o´pticas para
ejercer tensiones sobre una horquilla de replicacio´n mientras la polimerasa de φ29
abre dicha horquilla y se produce la unio´n de la mtSSB al mismo tiempo.
• Aplicaremos el mismo modelo f´ısico-matema´tico para obtener los nucleo´tidos orga-
nizados por las mtSSB en las condiciones de replicacio´n de la cadena l´ıder. Esto nos
permitira´ obtener el modo de unio´n relevante en la replicacio´n.
2) Determinar la accio´n coordinada de la polimerasa y las SSB mitocondriales
durante la replicacio´n de la cadena retrasada del ADN: En la replicacio´n de la
cadena retrasada la polimerasaγ debe replicar un ADN cubierto por mtSSB, la cual se
une al ADN con alta afinidad. Sin embargo, estudios anteriores han demostrado que la
mtSSB es beneficiosa para la replicacio´n de la cadena retrasada, lo que implica que debe
existir algu´n mecanismo que facilite la liberacio´n de la mtSSB una vez unida. Por ello
pretendemos recrear la replicacio´n de la cadena retrasada in vitro con el sistema de pinzas
o´pticas y estudiar co´mo afectan las tensiones a la estabilidad del sistema.
• Primero analizaremos el mecanismo de replicacio´n de la polimerasaγ. Para ello uti-
lizaremos un ADN mixto de cadena sencilla y cadena doble replicable por la polime-
rasa sobre el que aplicaremos fuerzas para comprobar co´mo afectan a su dina´mica y
velocidad de replicacio´n.
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• Modificaremos un modelo ya existente que predice la curva de fuerza-velocidad de la
polimerasa para introducir el efecto de la estructura secundaria en el ADN. Adema´s,
comprobaremos si dicho modelo es extensible a otras polimerasas similares como es
la del bacterio´fago T7.
• Analizaremos el efecto que tiene introducir la mtSSB en la replicacio´n cuando el
sustrato esta´ sujeto a fuerzas meca´nicas y aplicaremos el mismo modelo que en los
casos anteriores. Analizaremos variantes de la mtSSB conocidas por tener un efecto
inhibitorio sobre la capacidad de replicacio´n de la polimerasaγ. Estos experimen-
tos nos dara´n informacio´n sobre que´ elementos de la estructura de la mtSSB son
susceptibles de interaccionar con la polimerasaγ.
• Estudiaremos las consecuencias que tiene introducir en el sistema una SSB hetero´loga
de la mtSSB como es la SSB de E.Coli, tambie´n un tetra´mero, lo que nos dara´
informacio´n sobre mecanismos espec´ıficos de interaccio´n polimerasa-SSB.
• Modificaremos los modelos f´ısico-matema´ticos existentes para explicar la replicacio´n
de un ADN en presencia de distintos tipos de SSB, as´ı como el efecto de fuerzas
meca´nicas aplicadas sobre el sistema.
• Analizaremos el efecto que tiene sobre la replicacio´n la presencia de una SSB com-
pletamente distinta a la del propio sistema. Para ello llevaremos a cabo experimentos
de replicacio´n con la polimerasa del bacterio´fago T7 en presencia de su propia SSB
(un d´ımero), la SSB de la mitocondria humana y la SSB de E.Coli.
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3.1. Las pinzas o´pticas
3.1.1. Montaje experimental de las pinzas o´pticas
Figura 3.1: Dibujo esquema´tico del recorrido de los la´ser, sen˜alizados con distintos colores. El haz se divide en
dos mediante un divisor de haz. Uno se concentra en un detector de posicio´n (PSD). El otro se focaliza sobre
la ca´mara flu´ıdica mediante uno de los objetivos, donde se produce el atrapamiento o´ptico y la deflexio´n de
la luz, que es recogida de nuevo por el otro objetivo e ilumina el PSD asociado a la fuerza. Al ser un sistema
contrapropagante, el otro la´ser sigue un recorrido ana´logo focalizado en sus propios PSD. La figura ha sido
modificada de la referencia Lorenzo 2015.
El montaje de las mT que se ha empleado en esta tesis se muestra en la figura 3.1, cuyo
disen˜o esta´ registrado en la patente de Bustamante y Smith (2005). Este equipo consta de
dos la´seres de diodo de la marca Lumics (LU0808 M250-FBG) que emiten en una longitud
de onda de 808nm a una potencia ma´xima de 250mW. Se utiliza el infrarrojo porque a esa
longitud de onda la luz no tiene ningu´n efecto en las muestras biolo´gicas (Neuman y col.
1999; Ashkin, Dziedzic y Yamane 1987; Ashkin y Dziedzic 1987). Como se puede ver en la
figura 3.1, los la´ser se disponen de forma contra propagante, y son focalizados a trave´s de
sendos objetivos de inmersio´n en agua (60 aumentos, marca Olympus, modelo UPLASAPO
60 XW ). Esta disposicio´n se utiliza para lograr tener una mayor apertura nume´rica (1.2),
es decir, garantiza mayor entrada de luz (Neuman, Abbondanzieri y Block 2005). El disen˜o
contrapopagante garantiza una mayor robustez y estabilidad a la trampa o´ptica ya que permite
caracterizar la trampa o´ptica como un muelle ela´stico de constante ela´stica, k, independiente
de factores externos tales como la temperatura (Smith, Cui y Bustamante 2003; Bustamante
y Smith 2005; Lorenzo 2015).
Las mT funcionan de la siguiente forma: la luz que sale de uno de los diodos la´ser es dividida
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con un divisor de haz en dos. Uno de estos haces se utiliza para medir distancia (de donde se
extrae el valor de la extensio´n molecular) y el otro para medir fuerzas. El primero se utiliza
para detectar los cambios en la posicio´n de la trampa o´ptica y se focaliza sobre un fotodetector
(PSD (posicio´n), figura 3.1). El otro haz se focaliza sobre la ca´mara de fluidos a trave´s de uno
de los objetivos, siendo recolectado a la salida de la ca´mara por el otro objetivo. Despue´s el
haz se dirige hacia el otro PSD para detectar la fuerza (PSD fuerza en la figura 3.1) que sirve
para medir la deflexio´n de la luz por la esfera atrapada en la trampa o´ptica. Al ser la´ser contra
propagantes, la luz que sale del la´ser gemelo sigue un camino o´ptico ana´logo pero en direccio´n
contra popagante. Para diferenciarlos entre s´ı se utilizan unos polarizadores que los polarizan
linealmente en direcciones opuestas.
Figura 3.2: Esquema explicativo del sistema de medicio´n de las pinzas o´pticas. A) Diagrama que muestra una
mole´cula de ADN unida a una superficie fija por un extremo, y por el otro unida a una esfera microme´trica que
se encuentra atrapada en la trampa o´ptica. B) Deteccio´n de la fuerza ejercida sobre una mole´cula de ADN de
extensio´n inicial x0. A la izquierda se muestran los PSD de posicio´n (superior) y fuerza (inferior) en ausencia de
fuerza. Para ejercer fuerza se mueve la trampa o´ptica una distancia ∆x (esquema de la derecha), lo que produce
la deflexio´n de la luz, y dicha deflexio´n es detectada en los PSD de fuerza.
El sistema es capaz de atrapar part´ıculas de pequen˜o taman˜o, y la forma en la que se
miden las fuerzas y los desplazamientos o cambios en distancia es la siguiente: supongamos
que tenemos una mole´cula de ADN de taman˜o x0 que se encuentra unida en un extremo a una
superficie fija y por el otro a una esfera microme´trica de un material diele´ctrico. La esfera se
encuentra atrapada por la trampa o´ptica, tal y como se muestra en la figura 3.2A. Cuando la
esfera se encuentra en equilibrio (se considera en equilibrio cuando no hay fuerza aplicada en
el sistema, por lo que la esfera este´ centrada en la trampa o´ptica) no se registra ningu´n cambio
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en los PSD tanto de fuerza como de posicio´n (ver figura 3.2B, esquema izquierdo). Entonces,
la distancia medida entre las esferas sera´ la siguiente:
xT,0 = 2 · xU + x0 (3.1)
Donde xU es el radio de las esferas, y x0 es el taman˜o inicial de la mole´cula. Si ahora se
mueve la trampa o´ptica a una nueva posicio´n, xT,1, tal y como como se puede ver en la figura
3.2 esta nueva distancia vendra´ dada por:
xT,1 = xF + 2 · xU + xM (3.2)
Donde xF es la distancia que se ha desplazado la esfera con respecto al centro de la trampa
o´ptica, y xM es la nueva extensio´n que tiene la mole´cula una vez estirada. Adema´s, debido a
que la esfera ha salido de la posicio´n de equilibrio (esto es, la posicio´n central de la trampa
o´ptica), se producira´ la deflexio´n de la luz, por lo que la posicio´n del haz registrado en los PSD
de fuerza cambiara´ con respecto a la posicio´n inicial. Finalmente, si juntamos las ecuaciones
3.1 y 3.2 tenemos:
∆x = xT,1 − xT,0 = xF + xM − x0 (3.3)
La configuracio´n de nuestro instrumento nos permite medir la fuerza que ejercemos en el
sistema aprovechando la conservacio´n del momento lineal, por lo que siguiendo el procedimiento
descrito en la referencia de Lorenzo (2015), podemos asociar un desplazamiento del haz de luz
en los PSD de fuerza, con la tensio´n aplicada en el sistema. Por otra parte, al poder caracterizar
la constante ela´stica de la trampa o´ptica, k, y teniendo en cuenta la ley de Hooke (ecuacio´n
1.6) se puede reconvertir la ecuacio´n 3.3 en:
∆x = xT,1 − xT,0 = xM −
F
k
+ x0 (3.4)
Finalmente, suponiendo que la posicio´n inicial de la mole´cula no tiene extensio´n al encon-
trarse completamente plegada, la extensio´n molecular del ADN sujeto entre las esferas vendra´
dada por:
xM = ∆x+
F
k
(3.5)
Siendo todas estas variables accesibles en el sistema de pinzas o´pticas empleado en la tesis.
3.1.2. Sistema flu´ıdico (Ca´mara flu´ıdica)
Las condiciones en las que se lleva a cabo todo experimento biolo´gico deben estar con-
troladas y al mismo tiempo ser muy espec´ıficas. Para llevar a cabo los experimentos en unas
condiciones controladas, hemos utilizado ca´maras de microflu´ıdica hechas de vidrio donde se
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Figura 3.3: Sistema flu´ıdico empleado en nuestros experimentos. A) Montaje de la ca´mara de fluidos donde
se llevara´n a cabo los experimentos. La ca´mara dispone de varias capas: vidrio portamuestras, dos capas de
parafilm con tubos de vidrio entre ellas (su funcio´n viene descrita en el texto principal), un vidrio portamuestras
agujereado y un soporte de metal. El proceso de montaje se describe en el texto principal. B) Detalle de la parte
central de la ca´mara de fluidos. Los dos tubos comunicantes comunican los canales superior e inferior con el
canal central. En los canales superior e inferior se fluyen las esferas biofuncionalizadas. El punto rojo representa
el la´ser focalizado de forma transversal a la ca´mara. Junto a la pipeta se situan los dispensadores externos por
el que fluyen las disoluciones io´nicas con el material biolo´gico que se quiere estudiar.
pueden desarrollar los experimentos utilizando unas disoluciones tampo´n determinadas. Dichas
ca´maras se colocan entre los dos objetivos segu´n se muestra en el diagrama 3.1.
Las ca´maras se construyen con un sandwich de varias capas. La primera es un vidrio porta-
muestras de 24X60mm (Menzel Gla¨ser) agujereado con una impresora la´ser (C-200, Universal
La´ser Systems) sobre el que se deposita una la´mina de Parafilm en la que previamente se han
grabado tres canales paralelos entre s´ı con la misma impresora (figura 3.3). Estos canales son
los que se utilizara´n en los experimentos para fluir el material biolo´gico. Despue´s se depositan
varios tubos de vidrio, de los cuales dos, los tubos comunicantes, que tienen un dia´metro interior
de 25µm y exterior de 100µm. Su funcio´n es permitir la comunicacio´n entre los canales superior
(por donde se fluira´n las microesferas recubiertas de ADN, ver figura 3.4), y el central; y entre
el canal inferior (por donde ira´n las esferas recubiertas de estreptavidina). Los otros tubos que
tambie´n se han colocado (los dispensadores externos y la micropipeta, ver figura 3.3) tienen
un dia´metro interior de 40µ y exterior de 80µ, comunican el canal central con el exterior de la
ca´mara: dos de ellos, conectados con tubos de pla´stico a una jeringuilla externa (dispensadores
externos), se utilizara´n para fluir las disoluciones io´nicas y/o prote´ınas de forma controlada
sobre el sistema; el otro tubo, una micropipeta, se utilizara´ para atrapar esferas de pla´stico
biofuncionalizadas mediante succio´n de aire (el procedimiento de atrapamiento por succio´n de
aire viene descrito gra´ficamente en la figura 3.4).
Finalmente se coloca otra la´mina de Parafilm con el mismo disen˜o que la primera, sellando
la ca´mara con un vidrio portamuestras sin agujerear. Este montaje se coloca a 100oC con una
leve presio´n, lo que funde las distintas capas de Parafilm entre s´ı aislando los tres canales
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individualmente, de forma que so´lo conectan con el resto de canales mediante los tubos de
vidrio. As´ı se crea una ca´mara de microflu´ıdica de unos 200 µm de anchura, que se coloca sobre
un soporte meta´lico al que van unidos los tubos de pla´stico (ver esquema de la figura 3.3).
Estos tubos permiten fluir las disoluciones tampo´n y las esferas biofuncionalizadas en los tres
canales.
En el diagrama B) de la figura 3.3 se muestra una ampliacio´n de la zona de trabajo de las
ca´maras. El la´ser se focaliza de forma transversal (punto rojo), los canales superior e inferior
esta´n conectados con el central a trave´s de los tubos comunicantes. Por el canal superior se fluyen
esferas funcionalizadas con ADN y por el inferior esferas funcionalizadas con estreptavidina. Los
flujos de los canales superior e inferior van en contra de la direccio´n del flujo del canal central
y as´ı evitar atrapamientos no deseados de esferas durante la realizacio´n del experimento. La
micropipeta tiene un estrechamiento al final de su recorrido para permitir atrapar esferas por
succio´n de unos 0.5-1 µm de dia´metro. Los dispensadores a la derecha de la pipeta sirven para
fluir las disoluciones io´nicas o tampo´n con el material biolo´gico a favor del flujo.
3.1.3. Manipulacio´n de mole´culas individuales
Para la manipulacio´n y aislamiento de las mole´culas de ADN, se utilizaron esferas de pla´sti-
co de taman˜o microme´trico funcionalizadas con distintos anticuerpos: unas funcionalizadas
con estreptavidina (marca Spherotech, φ=2.1±0.2µm) y las otras, funcionalizadas con prote´ına
G (Kisker Biotech, φ=3±0.5µm). Estas u´ltimas son funcionalizadas con el anticuerpo anti-
digoxigenina (ver seccio´n 3.2.3).
Por otra parte, las mole´culas de ADN son modificadas en el laboratorio para poder ser
atrapadas y medidas por las pinzas o´pticas. Cada mole´cula de ADN tiene un extremo funciona-
lizado con biotina (creara´ un enlace de alta afinidad con la esfera recubierta de estreptavidina
mediante la unio´n ant´ıgeno-anticuerpo), mientras que el otro extremo libre es modificado con
el anticuerpo digoxigenina, el cual se une a la esfera funcionalizada con anti-digoxigenina (o
anti-dig). La forma de preparacio´n se puede consultar en la seccio´n 3.2.
Para aislar una mole´cula de ADN se sigue el procedimiento ilustrado en la figura 3.4. Primero
se fluyen esferas recubiertas de estreptavidina por uno de los canales, que pasa al central a
trave´s de un tubo comunicante, ah´ı se atrapa con las pinzas o´pticas, y se fija en la micropipeta
por succio´n de aire (diagramas 1 y 2). Luego se atrapan las esferas recubiertas de ADN que
circulan a trave´s del canal inferior y se acercan a la esfera fija en la micropipeta con ayuda de
los la´ser focalizados, mediante la frotacio´n de una de las esferas contra la otra se logra la unio´n
estreptavidina-biotina y se consigue aislar una sola mole´cula de ADN (figuras 3, 4 y 5 de la
figura 3.4).
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Figura 3.4: Procedimiento estandar para manipulacio´n y aislamiento de mole´culas individuales. 1: Atrapamien-
to de una esfera de estreptoavidina con la trampa o´ptica (el la´ser se representa como un punto rojo difuso,
focalizado transversalmente al plano de la figura). 2: Fijacio´n de la esfera en la micropipeta por succio´n de aire.
3: Atrapamiento o´ptico con el haz la´ser de una esfera recubierta por ADN. 4: Acercamiento a la esfera fija en
la micropipeta. 5: Aislamiento de una u´nica mole´cula de ADN.
3.2. S´ıntesis de las mole´culas
En los experimentos llevados a cabo en el transcurso de esta tesis las mole´culas de ADN
fueron sintetizadas en nuestro laboratorio siguiendo unos protocolos previamente establecidos.
Se necesitaron un total de cuatro mole´culas distintas para cuatro tipos distintos de experimento:
tres se emplearon para para obtener las propiedades de unio´n de la SSB al ADN de cadena
sencilla y las curvas de fuerza extensio´n del ADN recubierto por SSB, y la cuarta para los
experimentos que simulan la replicacio´n de la cadena retrasada.
De las dos primeras una se empleo´ para obtener los modos de unio´n de la SSB en distintas
condiciones de concentracio´n y sal, y la otra en los experimentos en los que la unio´n de la SSB
se produce mientras se replica una horquilla (recreando la unio´n de la SSB en la replicacio´n de
la cadena l´ıder).
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La tercera se utilizo´ para obtener las curvas de fuerza-extensio´n en presencia y ausencia
de SSB en las condiciones experimentales de los experimentos que recrean la replicacio´n de la
cadena retrasada, ya que son curvas necesarias para obtener el nu´mero de nucleo´tidos replicados
por unidad de tiempo (ver seccio´n 3.4.1).
La cuarta mole´cula utilizada es un fragmento h´ıbrido de un ADN de cadena sencilla y cadena
doble que se empleo´ en los experimentos de replicacio´n sobre cadena sencilla (descrito en la
figura 3.8).
Como se vera´ a continuacio´n las tres primeras se sintetizan de una forma muy similar,
sintetizando por separado diversos fragmentos de ADN y unie´ndolos posteriormente en una
reaccio´n de ligacio´n en la que se ligan todos los ADN.
3.2.1. Obtencio´n de curvas de fuerza-extension de ADN de cadena
sencilla en ausencia y presencia de SSB
Figura 3.5: Diagrama esquema´tico de la molecula de ADN
utilizada en los experimentos de obtencio´n de las curvas
de fuerza-extensio´n. Los fragmentos que la forman son:
el fragmento marcado con digoxigenina (en amarillo, las
esferas naranjas representan la digoxigenina), el espacia-
dor (en negro), el conector (en azul, marcado con una
biotina (c´ırculo amarillo)), el fragmento principal de la
horquilla (en rojo) y el lazo final (en verde). Junto a las
uniones entre fragmentos se indican las enzimas de res-
triccio´n utilizadas en su preparacio´n. En el texto principal
se detallan las distintas partes.
Se trata de una horquilla de replicacio´n
sinte´tica formada por varios fragmentos que
se representan esquema´ticamente en la figu-
ra 3.5. En esta figura se indican por colores
los fragmentos que componen dicha mole´cu-
la: el fragmento marcado con digoxigenina
(en amarillo, con las digoxigeninas dibujadas
como esferas naranjas), el espaciador (en ne-
gro), el conector (en azul), marcado con una
biotina (c´ırculo amarillo)), el lazo final (en
verde) y el fragmento principal de la horqui-
lla (en rojo). Este u´ltimo varia en funcio´n
del tipo de experimento. En los experimen-
tos disen˜ados para obtener las caracter´ısticas
de unio´n de la SSB a un ADN de cadena sen-
cilla desnudo, as´ı como en los experimentos
donde la unio´n se llevo´ a cabo a la vez que
la replicacio´n de la horquilla, se utilizo´ un
fragmento obtenido por PCR del genoma del
bacterio´fagoφ29. Sin embargo, en los experi-
mentos donde se estudia la replicacio´n de un
sistema que recrea la cadena retrasada se utilizo´ un ADN como el descrito en la figura 3.6.
Para sintetizar la mole´cula se sintetizan todos los ADN por separado en preparaciones
distintas, y luego se ligan los entre s´ı con una incubacio´n. Para asegurar que cada ADN se une
donde debe (por ejemplo, el fragmento azul, el conector, al espaciador (en negro) y fragmento
principal de la horquilla (en rojo)) se compran con una secuencia determinada o se digieren con
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enzimas de restriccio´n determinadas (ver figura 3.5). Esto asegura que durante la incubacio´n
de ligacio´n cada fragmento so´lo pueda unirse inequ´ıvocamente donde le corresponde.
Espaciador (en negro): Se trata de un fragmento de 2686 pares de bases (cadena doble).
Su origen es el vector comercial pUC19, que se ha cortado con las enzimas de restriccio´n
BamHI (New England Biolabs (NEB)) y PstI (New England Biolabs). Su principal funcio´n
es hacer que una vez unido el ADN entre las esferas, exista un espacio mı´nimo entre ambas
(∼1µm) evitando interacciones inespec´ıficas. Para los experimentos de obtencio´n de modo
de unio´n de la SSB al ADN en distintas condiciones experimentales se prescindio´ de este
ADN para evitar posibles efectos de la cadena secundaria en la unio´n de la SSB.
Conector (en azul): Es un fragmento corto de dsDNA (∼20nt) cuya funcio´n es hacer
que el montaje experimental de ADN pueda unirse a las microesferas funcionalizadas con
streptavidina. En la imagen 3.5 se muestra un dibujo esquema´tico del montaje final. Dos
oligonucleo´tidos de cadena sencilla se unen entre s´ı mediante un proceso que se llama
anillado que consiste en lo siguiente: se mezclan en disolucio´n dos oligonucleo´tidos en la
proporcio´n 1:1 en una disolucio´n tampo´n espec´ıfica para el proceso (10mM Tris pH 7.5-8,
50mM NaCl y 1mM EDTA). Se calienta la mezcla a 95oC durante 10 minutos utilizando
un termobloque (marca VWR). Una vez ha pasado ese tiempo, se deja enfriar lentamente
(mı´nimo 45 minutos) hasta temperatura ambiente. El producto final de la reaccio´n es
un ADN de cadena doble (∼20 pb) acabado en tres extremos distintos (ver figura 3.5):
en uno de ellos, extremo inferior segu´n el esquema, hay un fragmento de 10 nucleo´tidos
que acaba en una biotina (esfera amarilla), otro (el superior segu´n el diagrama) acaba en
cuatro nucleo´tidos de cadena sencilla complementarios a un ADN cortado con la enzima
PstI. Finalmente la cadena doble acaba en un extremo complementario a un ADN cortado
con EcoRI (parte derecha del diagrama).
Lazo final (en verde): Se trata de un oligonucleo´tido comprado en la casa comercial Sigma-
Aldrich con el nucleo´tido que ocupa la posicio´n central del oligo sin base nitrogenada (tiene
un extremo aba´sico). Su funcio´n es evitar la ruptura de la mole´cula de ADN cuando se
abre de forma meca´nica con ayuda de las pinzas o´pticas (un ejemplo de un experimento
que involucra apertura de ADN se muestra en la seccio´n 3.3.1). Para prepararlo se sigue
un protocolo similar al utilizado en el conector : se calienta el oligo en un termobloque a
95oC durante 10 minutos, y se deja enfriar durante unos ∼45 minutos hasta temperatura
ambiente. Esto evitara´ que se formen estructuras secundarias en el lazo, de forma que
quede libre una secuencia complementaria a un ADN cortado con SalI.
Fragmento marcado con digoxigenina (en amarillo): El fragmento marcado con digoxige-
nina es un fragmento de cadena doble que se ha sintetizado sustituyendo los nucleo´tidos
de timina por uracilos marcados con digoxigenina. Es la parte de la mole´cula que permi-
tira que e´sta se una a las esferas recubiertas por anti-digoxigenina. Se sintetiza mediante
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una preparacio´n bioqu´ımica consistente en una PCR (Polymerase Chain Reaction, (Saiki
y col. 1988)) en la cual se amplifica un fragmento del ADN pUC18 (Novagen) utilizando
una mezcla especial de nucleo´tidos en la que el dTTP es sustituido por dUTP marcado
con dig-11-dUTP (Roche). La PCR se llevo´ a cabo con la Taq Polimerasa (New England
Biolabs) siguiendo un ciclo consistente en calentar la muestra a 94oC durante 3 minu-
tos para conseguir la separacio´n completa de las dos cadenas de ADN por temperatura
(desnaturalizacio´n), luego se sigue un ciclo de 29 repeticiones de la siguiente secuencia: 1
minuto a 94oC para desnaturalizar el ADN, 1 minuto a 60oC para favorecer el reanillado
de los oligos que servira´n de primer 1 para la Taq polimerasa. El siguiente paso del ciclo
es calentar la muestra a 72oC durante 2 minutos para que la polimerasa replique cada
una de las cadenas sencillas en dos cadenas iguales, ya que constituye su temperatura de
actuacio´n. Una vez se han completado los 29 ciclos, se deja la muestra 4 minutos a 72oC
y se purifica con un kit de purificacio´n (Promega).
Para poder unir este fragmento al resto de la preparacio´n de ADN se corta con la enzima
de restriccio´n BamHI (New England Biolabs), que permitira´ dejar un extremo libre con
la secuencia adecuada para poder unirse al espaciador. Una vez cortado, se hace correr la
muestra en un gel de electroforesis, purificando en gel (con el mismo kit de purificacio´n,
de la marca Promega) so´lo un fragmento de ADN de unos ∼400 pares de bases.
Fragmento principal de la horquilla (en rojo): Este es el u´nico ADN que cambiara´ en
funcio´n de los experimentos llevados a cabo. Se utilizo´ para estudiar las propiedades de
unio´n de la SSB al ADN de cadena sencilla en distintas condiciones experimentales, as´ı
como para analizar el efecto que tiene la unio´n en co-replicacio´n. En estos experimen-
tos se utilizo´ un ADN de 2500 pares de bases obtenido mediante PCR del genoma del
bacterio´fago φ29.
Por otra parte, en los experimentos de replicacio´n en los que se requiere calcular el nu´mero
de nucleo´tidos replicados por unidad de tiempo, tambie´n se necesitan las curvas de fuerza-
extensio´n. En estos casos se utilizo´ un ADN como el mostrado en la figura 3.6, formado
por cuatro zonas de bajo contenido en GC, y tres zonas de contenido creciente en GC, de
un taman˜o final de 423 pares de bases. Esta construccio´n de ADN es una modificacio´n
del empleado por Mor´ın y col. (2012) y recibe el nombre del 9GC DNA.
Independientemente de que el experimento requiera una u otra mole´cula, ambos fragmen-
tos de ADN se cortaron con las enzimas de restriccio´n EcoRI y SalI, lo que permite su
unio´n al conector y lazo final.
Una vez se han sintetizado todos los fragmentos, se realiza una ligacio´n en la que se ponen
en disolucio´n todos los ADN sintetizados. Al haberse cortado con las enzimas de restriccio´n
espec´ıficas cada ADN se unira´ al fragmento con la secuencia complementaria. En el proceso de
1Se define primer (en su terminolog´ıa anglosajona) como el oligonucleo´tido con el extremo 3’ libre, que sera´
utilizado por la polimerasa para iniciar la replicacio´n del ADN uniendo nucleo´tidos desde el extremo 3’ al 5’.
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ligacio´n se incuban los fragmentos durante una noche a 16oC con la enzima T4 ligasa (Roche),
que sellara´ las uniones entre extremos complementarios y dara´ lugar al montaje mostrado en
la figura 3.6.
Figura 3.6: Apertura meca´nica de la horquilla de ADN del 9GC ADN. A) Diagrama de la mole´cula de ADN
empleada. En negro se sen˜ala un espaciador de ADN de cadena doble de 2686 pares. El fragmento de ADN
de color amarillo sen˜aliza una zona marcada con digoxigenina. En azul se indica el conector, que conecta el
espaciador con la horquilla de ADN (en rojo). En verde esta´ sen˜alizado el lazo final, que cierra la mole´cula. B)
Representacio´n en detalle del 9GC DNA. Contiene cuatro zonas de bajo contenido en pares de bases GC, y tres
zonas con un nu´mero creciente de pares de bases GC (3, 6 y 9). C) Curva de fuerza extensio´n de la horquilla de
ADN. El proceso de apertura de la horquilla viene descrito en el texto principal. Las l´ıneas discontinuas verde
y azul representan las simulaciones con el modelo Worm Like Chain para el ADN de cadena doble (en verde)
y el ADN de cadena sencilla resultante de abrir la horquilla (en azul).
El instrumento de pinzas o´pticas permite aplicar la fuerza necesaria para abrir de forma
meca´nica el ADN de cadena doble. En la ima´gen 3.6 C), se muestra la curva de fuerza-extensio´n
que se obtiene al abrir meca´nicamente la horquilla del 9GC ADN. Entre 0 y ∼14pN la curva
de fuerza-extensio´n obtenida se debe a las propiedades meca´nicas del espaciador de ADN de
cadena doble. La apertura progresiva de la horquilla genera gradualmente ADN de cadena
sencilla, siguiendo un patro´n de fuerza-extensio´n que refleja la secuencia del ADN. En el caso
ejemplo del 9GC DNA se pueden apreciar tres picos que corresponden a las regiones con 3GC,
6GC y 9GC. El lazo final de la horquilla previene la separacio´n de las dos cadena, por lo
que finalmente tras la apertura de la horquilla se genera un ADN h´ıbrido de cadena sencilla
(1015 bp) y cadena doble (2686 bp). Las l´ıneas discontinuas ver y azul de la figura 3.6 C) son
simulaciones hechas con el modelo para un pol´ımero inextensible WLC, Worm Like Chain,
tanto para un ADN de cadena sencilla (en verde) como de cadena doble (en azul).
3.2.2. Experimentos de replicacio´n sobre cadena sencilla
En estos experimentos se utilizo´ el tercer tipo de mole´cula, mostrado esquema´ticamente en
la figura 3.8. Y al igual que en el caso de los experimentos de unio´n de la SSB y obtencio´n de
las curvas de fuerza-extensio´n, consta de varias partes:
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Fragmento marcado con digoxigenina (en amarillo): Este fragmento es el mismo que el
empleado en la preparacio´n de la seccio´n anterior. Se prepara del mismo modo y se corta
con la enzima BamHI-HF (New England Biolabs).
Conector (en azul): La preparacio´n es similar a la explicada para el conector de la seccio´n
anterior. Consiste en dos oligonucleo´tidos de 15nt de los cuales uno esta´ marcado en el
extremo 5’ con biotina y el otro genera un extremo 3’ protuberante con la secuencia de
restriccio´n de la enzima HindIII, por lo que sera´ complementario al extremo cortado con
la misma enzima del ADN ssds. Estos oligonucleo´tidos se incuban durante 10 minutos a
95oC y se dejan enfriar 45 minutos a temperatura ambiente.
ADN ssds (en negro): Este fragmento de ADN consiste en una mole´cula mixta formada
por dos fragmentos de unos ∼3500 pares de bases, entre los cuales se encuentran unos
∼1000 nucleo´tidos de ADN de cadena sencilla (Ibarra y col. 2009). El fragmento de
cadena sencilla es el fragmento que se replicara´ en los experimentos de replicacio´n, ya sea
la cadena desnuda o cubierta por SSB.
Para prepararlo se corta el ADN circular pBACgus-11 (8041 pares de bases) con la enzima
Nb.BbvCI New England Biolabs, que producira´ un corte en una sola de las dos cadenas del
ADN en la posicio´n 560. Una vez inactivada la enzima a 80oC durante 20 min, se incuba en
presencia de la enzima ExoIII (enzima exonucleol´ıtica, de New England Biolabs) durante 6
minutos. As´ı se generara´ el fragmento de ADN de cadena sencilla de unos 1000 nucleo´tidos.
Luego se inactiva la enzima con EDTA durante 3 minutos y se digiere con proteinasaK
para su completa eliminacio´n durante 1 hora y 30 minutos a 55oC. Tras la purificacio´n del
ADN con el kit de purificacio´n de Promega, este se corta con las enzimas de restriccio´n
BamHI-HF y HindIII-HF durante 2 horas a 37oC en la disolucio´n proporcionada por el
fabricante (New England Biolabs) y se purifica de nuevo con el mismo kit de purificacio´n.
La longitud del fragmento de cadena sencilla generado se comprueba mediante un gel de
electroforesis desnaturalizante de agarosa a pH ba´sico (∼11) cuya funcio´n es desnatu-
ralizar el dsDNA en dos ADN de cadena sencilla al impedir los enlaces entre pares de
bases. La figura 3.7 muestra una foto del gel desnaturalizante, donde se puede ver que el
fragmento de ADN de cadena sencilla tiene en torno a ∼1000nt.
Finalmente se unen los tres fragmentos con una u´nica ligacio´n (representada esquema´tica-
mente en la figura 3.8) siguiendo un protocolo similar al indicado en la seccio´n anterior en el
que se diluyen los fragmentos en proporcio´n 1:1:1 en presencia de la ligasa T4 durante una
noche a 16oC, utilizando la disolucio´n tampo´n proporcionada por la casa comercial.
El montaje final se representa en la figura 3.8, donde se puede ver tambie´n su comporta-
miento con la fuerza. En este caso, al ser un h´ıbrido de cadena sencilla y cadena doble de ADN,
tiene un comportamiento que se puede predecir simulando unos ∼1000nt de cadena sencilla, y
∼7100 nucleo´tidos de cadena doble con el modelo WLC (l´ınea verde discont´ınua).
34
CAPI´TULO 3. MATERIALES Y ME´TODOS
Figura 3.7: Gel de agarosa alcalino para determinar el taman˜o del fragmento de cadena sencilla generado en la
preparacio´n del ADN ssds. La banda marcada como A representa el marcador de peso molecular (comprado en
Promega). En la banda B se hizo correr el vector pBacgus11 cortado con la enzima NBbCIA. Las tres bandas
se corresponden con la cadena no cortada (∼8000nt, arriba del todo), y la cortada, que da dos fragmentos, uno
de ∼4500nt (situada en el punto medio) y otro de ∼3500nt (que corre ma´s deprisa, situado abajo). C) En esta
banda se hizo correr el pBacgus11 cortado y digerido con la Exonucleasa III durante 6 minutos a temperatura
ambiente (22oC). La banda digerida, originalmente de unos ∼4500nt, cae a la banda correspondiente a ∼3500
nucleo´tidos, por lo que es un indicativo de que el ADN de cadena sencilla generado tendra´ unos ∼1000nt de
longitud. D) Si subimos el tiempo de digestio´n con la Exonucleasa III, la banda digerida cae a ∼3000nt, por lo
que el fragmento de ADN generado sera´ de unos ∼1500nt.
Figura 3.8: ADN utilizado en los experimentos de replicacio´n sobre cadena sencilla. A) Diagrama esquema´tico
del montaje experimental utilizado en los experimentos de primer extension. En amarillo se muestra el fragmento
marcado con digoxigenina. En azul el conector. En negro el ADN ssds. B) Curva de Fuerza-Extensio´n de una
mole´cula del ADN ssds. En rojo se muestra una curva caracter´ıstica. La l´ınea discont´ınua en azul muestra el
modelo WLC ajustado con 7041 pares de bases de cadena doble y 1000 pares de bases de cadena sencilla.
3.2.3. Preparacio´n de las microesferas
En las secciones anteriores se ha comentado que para los experimentos de esta tesis se
han utilizado microesferas de poliestireno funcionalizadas con anticuerpos en su superfcie para
poder as´ı unirse a las mole´culas de ADN. Se han utilizado microesferas cubiertas con dos tipos
de prote´ınas distintas:
Microesferas funcionalizadas con estreptavidina: Se compraron directamente funcionali-
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zadas a la casa comercial Kisker Biotech. Tienen un taman˜o aproximado de ∼2µm.
Microesferas funcionalizadas con anti-digoxigenina: Para preparar estas esferas, se sigue
un protocolo en el que se utilizan esferas de ∼3.1µm recubiertas de proteina G (Kisker
Biotech). Se centrifugan a 3000rpm durante 6 minutos, lo que provocara´ su precipitacio´n
en la base del tubo, se elimina la disolucio´n sobrante (o sobrenadante) y se vuelven a
diluir las microesferas en en una disolucio´n 100mM NaCl y 100mM Na2HPO4 (disolucio´n
crosslinking).
A las microesferas resuspendidas en la disolucio´n crosslinking le an˜adimos Dimetil Pi-
melimidato Dihidrocloruro (DMP) 50 mg/ml en la proporcio´n 3:100 y anti cuerpo anti-
digoxigenina (disuelta en PBS pH 7.42) en la proporcio´n 6:100. Despue´s se incuba una
hora a temperatura ambiente con agitacio´n suave. Durante la incubacio´n los anticuerpos
de anti-digoxigenina se unen covalentemente a la prote´ına G con ayuda del DMP.
En el siguiente paso se centrifugan las microesferas a 3000rpm durante 6 minutos para
volver a resuspenderlas en una disolucio´n Tris 1M pH 7.5 y se dejan reposar a temperatura
ambien con agitacio´n suave durante 2 horas. Este paso sirve para parar la reaccio´n de
unio´n de los anticuerpos con el DMP.
Para conservarlas se vuelven a centrifugar a 3000rpm durante otros 6 minutos para re-
suspenderlas en PBS 7.4, y se guardan a 4oC.
3.3. Me´todo experimental
3.3.1. Obtencio´n de las curvas de fuerza-extensio´n de la cadena sen-
cilla de ADN desnuda y del complejo ssDNA-SSB
En los experimentos para identificar el modo de unio´n de la SSB se utilizo´ una horquilla de
replicacio´n similar a la explicada en la seccio´n 3.2.1 y la figura 3.9, con la diferencia de que se
sustituyo´ el espaciador y el conector (ver seccio´n 3.2) por un nuevo conector de 30 pb con una
biotina en el extremo 5’ y una digoxigenina en el extremo 3’. Se elimino´ el espaciador de este
montaje para comprobar que su presencia no interfer´ıa con la unio´n de la SSB.
Para obtener las curvas de fuerza-extensio´n del ADN de cadena sencilla en ausencia de SSB
se sigue el siguiente proceso: la horquilla de replicacio´n se abre meca´nicamente aplicando fuerza
a la vez que se fluye un oligonucleo´tido en la ca´mara flu´ıdica. El oligonucleo´tido se une al lazo
final lo que impide que la horquilla se cierre, logrando as´ı un sustrato mixto de cadena sencilla
y cadena doble de ADN. Despue´s se realiza un ciclo de reduccio´n y aumento de fuerza desde
∼1pN y hasta ∼30pN, obtenie´ndose as´ı la curva de fuerza extensio´n de un montaje h´ıbrido de
cadena sencilla con el espaciador de cadena doble. La presencia de cadena doble no afecta a la
2140mMNaCl, 2.7 mM KCl, 81mM K2HPO4, 19mM KH2PO4
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Figura 3.9: Esquema experimental utilizado para tomar las CFE en presencia de la SSB. La horquilla se abre
en presencia del oligonucleo´tido (coloreado en rojo), que evita el reanillado. Una vez tenemos el sustrado de
cadena sencilla se fluye la SSB en la camara logrando el sustrato ssDNA-SSB.
elasticidad de la cadena sencilla (Ibarra y col. 2009), por lo que se puede eliminar su contribucio´n
a la curva de fuerza-extensio´n mediante un sencillo ca´lculo matema´tico (ver seccio´n 3.4.1).
Para los experimentos con SSB se sigue el mismo procedimiento pero introduciendo la
prote´ına en la ca´mara flu´ıdica con el ADN sujeto entre ambas esferas a ∼3pN (fuerza donde
la unio´n del tetra´mero es ma´s estable (Suksombat y col. 2015; Mor´ın y col. 2017)). Una vez la
SSB ha organizado la cadena sencilla se limpia la SSB sobrante (la prote´ına que no se ha unido)
de la ca´mara y repite el mismo ciclo de estiramiento, logrando as´ı la curva de fuerza-extensio´n
en presencia de SSB.
Las condiciones experimentales utilizadas dependen del tipo de experimento llevado a cabo.
En aquellos disen˜ados para obtener el modo ma´s relevante de unio´n de la SSB se fluyo´ SSB en
la ca´mara a concentraciones de 50, 10, 50, 100 o 200nM en una disolucio´n tampo´n de 50mM
Tris-HCl, pH 7.5, 2mM DTT y contenido io´nico variable: 10, 50 o 300 mM NaCl, o 50 y 300
mM NaCl acompan˜ados de 4mM MgCl2.
En los experimentos disen˜ados para el estudio de la replicacio´n de la cadena retrasada
se emplearon las mismas condiciones que en los experimentos con las polimerasas polγ y la
polimerasa del bacterio´fago T7 (polT7): 50 mM Tris pH 8.5, 30 mM KCl, 10 mM DTT, 4 mM
MgCl2 y 0.2 mg/ml BSA.
3.3.2. Unio´n de la SSB a la cadena sencilla de ADN durante la
replicacio´n de la horquilla
En estos experimentos se produce la unio´n de la SSB mientras tiene lugar la apertura de la
horquilla y el ADN de cadena sencilla es generado de forma gradual. De esta forma se recrea la
generacio´n de la cadena retrasada que tiene lugar en la ce´lula durante la elongacio´n de la cadena
l´ıder. Dichos experimentos se llevaron a cabo mediante el montaje experimental mostrado en
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Figura 3.10: Representacio´n gra´fica del sistema experimental empleado en los experimentos de replicacio´n coor-
dinada en presencia de la SSB. La polimerasa de φ29 abre la horquilla de replicacio´n a la vez que genera un
sustrato de ssDNA de forma que la SSB se une a la cadena complementaria organiza´ndola progresivamente.
la figura 3.10 donde se utilizo´ la mole´cula explicada en la seccio´n 3.2.1, en la que el fragmento
principal de la horquilla es una seccio´n de 2500 pb del genoma del bacterio´fago φ29, amplificado
por PCR con oligonucleo´tidos que incluyen la secuencias de las enzimas de restriccio´n EcoRI y
SalI. Este montaje deja el extremo 3’ del espaciador libre, lo que permite la unio´n de la φ29 y
su utilizacio´n como primer.
La alta capacidad de desplazamiento de banda y procesividad de la polimerasa del bacte-
rio´fago φ29 hace que sea la enzima ido´nea para estos experimentos (Mor´ın y col. 2012; Kamtekar
y col. 2004; Ibarra y col. 2009; Salas 1991; Blanco y col. 1989; Rodr´ıguez y col. 2005). En pre-
sencia de los nucleo´tidos esta polimerasa replica el extremo 3’ de la horquilla utilizando una
de las cadenas como molde y liberando de manera progresiva la cadena complementaria hasta
que llega al extremo aba´sico del lazo final, donde detendra´ su actividad. Este proceso permite
la apertura toda la horquilla de replicacio´n a una velocidad aproximada de ∼30nt/s a ∼3pN,
lo que garantiza una unio´n estable de la SSB al ADN de cadena sencilla, que es generado
progresivamente (Suksombat y col. 2015; Mor´ın y col. 2017).
En estos experimentos se sujeta la horquilla entre las dos esferas a una fuerza de ∼3pN
y se fluye en la ca´mara flu´ıdica una disolucio´n que contiene una mezcla de la polimerasa de
φ29 2nM, 50mM Tris HCl pH 7.5, 2mM DTT, 50mM NaCl, 4mM MgCl2, 50µm dNTP y 5,
50 y 200nM de SSB. Mientras la polimerasa va abriendo el ADN de cadena doble, se generara´
gradualmente ADN de cadena sencilla en el extremo 5’ a unos ∼30nt/s. As´ı, el producto final
de la reaccio´n es una mole´cula que contiene 5226 pares de bases de cadena doble de ADN y
2540 nucleo´tidos de cadena sencilla de ADN organizados por la SSB en un sistema que recrea
la generacio´n de la cadena retrasada y su organizacio´n por la SSB en la replicacio´n del ADN
mitocondrial.
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3.3.3. Experimentos de replicacio´n sobre cadena sencilla en ausen-
cia y presencia de la SSB: recreando la s´ıntesis de la cadena
retrasada
Figura 3.11: Diagrama representativo del sistema experimental utilizado en los experimentos de replicacio´n
sobre cadena sencilla para la polimerasa polγ. Un ADN h´ıbrido de cadena sencilla y cadena doble se sujeta
entre las dos esferas dejando el extremo 3’ libre.
En estos experimentos se utilizo´ el sistema experimental explicado en la seccio´n 3.2.2 y
representado en la figura 3.11. Un ADN h´ıbrido de cadena doble y cadena sencilla se sujeta entre
las dos microesferas. El fragmento de cadena sencilla tiene unos ∼1000nt de longitud, generado
entre dos fragmentos de cadena doble de ∼3500 pares de bases de longitud. La replicacio´n del
ADN se lleva a cabo fluyendo 2nM de polγ mientras el sustrato permanece a fuerza constante.
La replicacio´n del ADN genera cambios en distancia mientras la polimerasa convierte el ADN
de cadena sencilla en ADN de cadena doble, sea en presencia o ausencia de la SSB.
Se midio´ el efecto sobre la cine´tica instanta´nea de replicacio´n de la holoenzima mitocondrial
de tres tipos distintos de SSB (discutidas en detalle en las secciones 5.2 y 4.2): la SSB de
mitocondria humana (mtSSB), una variante de la SSB de mitocondria humana sin un segmento
de su cadena de aminoa´cidos (mtSSB2,3), y la SSB de la bacteria Escherichia Coli (EcoSSB),
todas ellas a 50nM.
Los experimentos se llevaron a cabo en las siguientes condiciones: 50 mM Tris-HCl pH 8.5,
30 mM KCl, 4 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0.2 mg/ml BSA y 50µM dNTP (Oliveira y Kaguni
2011; Ciesielski y col. 2015).
3.4. Ana´lisis de resultados
Los datos experimentales que nos dan las pinzas o´pticas deben ser analizados y procesados,
para ello en esta tesis se ha utilizado el programa Matlab (Mathworks Inc.), ya que es una
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herramienta muy versa´til para programar los ca´lculos y modelos utilizados en este proyecto.
3.4.1. Conversio´n del cambio en extensio´n a nu´mero de nucleo´tidos
y ca´lculo de nucleo´tidos replicados por unidad de tiempo
En la seccio´n 3.1.1 se ha descrito el instrumento de pinzas o´pticas y su capacidad de medir
fuerzas y extensio´n molecular. Sin embargo, en nuestro sistema experimental nos interesa con-
vertir los cambios en distancia a nu´mero de nucleo´tidos, lo que nos permitira´ obtener resultados
tales como los nucleo´tidos organizados por una SSB o el nu´mero de nucleo´tidos replicados por
unidad de tiempo (velocidad de replicacio´n), as´ı como su dependencia con la fuerza aplicada
sobre el sustrato.
Para poder llevar acabo esta conversio´n se necesitan las curvas de fuerza-extensio´n (CFE
en adelante) en las distintas condiciones experimentales. Adema´s, dichas curvas deben ser nor-
malizadas a un so´lo nucleo´tido para el ca´lculo. Por otra parte, a la extensio´n medida entre las
microesferas se le debe quitar la contribucio´n del espaciador. Luego teniendo en cuenta esto,
para calcular las CFE normalizadas se emplea la siguiente expresio´n:
xssDNA(f) =
xExp(f)−Nds · xdsDNA(f)
Nss
(3.6)
xssDNA es la extensio´n por nucleo´tido a una fuerza dada de la mole´cula de ADN (medida en
nano´metros por nucleo´tido, nm·nt-1), xExp es la medida experimental de la extensio´n entre las
esferas (en nm) cuando tienen la mole´cula de ADN sujeta entre ambas, Nds y Nss es el nu´mero
de nucleo´tidos de cadena doble y de cadena sencilla que tiene la mole´cula que es estirada,
respectivamente.
Entre otras cosas esta conversio´n nos ha permitido obtener el nu´mero de nucleo´tidos que una
polimerasa es capaz de replicar en funcio´n de tiempo. Este dato nos permite calcular el nu´mero
de nucleo´tidos que la enzima es capaz de incorporar antes de soltarse del ADN (procesividad),
as´ı como su velocidad promedio de replicacio´n, la velocidad ma´xima que es capaz de alcanzar,
y su dependencia en fuerza. En el caso de los experimentos de replicacio´n sobre cadena sencilla
se utilizo´ el sistema experimental expuesto en la figura 3.8, donde la enzima incorpora un so´lo
nucleo´tido en cada ciclo del motor molecular, lo que implica que en cada paso se convierte un
nucleo´tido de cadena sencilla en uno de cadena doble. De esta forma, el cambio en distancia
que se observa entre las esferas viene dado por:
∆xExp(f, t) = xnt(f, t) ∗ (xdsDNA(f)− xssDNA(f)) (3.7)
Donde xExp(f,t) es el cambio en distancia medido entre las esferas cuando el ADN se encuen-
tra sujeto bajo una fuerza f y en un tiempo t, xnt(f,t) es el nu´mero de nucleo´tidos replicados
en un tiempo t cuando el sustrato se encuentra a una tensio´n f. Despejando de la expresio´n
anterior podemos obtener el nu´mero de nucleo´tidos que la polimerasa ha replicado en funcio´n
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del tiempo.
xnt(f, t) =
∆xexp(f, t)
xdsDNA(f)− xssDNA(f) (3.8)
Utilizando las fo´rmulas 3.7 y 3.8 para calcular xnt(f,t) se elimina de los resultados la con-
tribucio´n ela´stica del sustrato, por lo que la informacio´n obtenida vendra´ exclusivamente del
efecto de la fuerza sobre la cine´tica del proceso de replicacio´n. Este feno´meno se puede com-
probar analizando el nu´mero total de nucleo´tidos replicados por cada actividad, que coincide
con el taman˜o aproximado del sustrato empleado, como se vera´ ma´s adelante en la seccio´n de
resultados.
3.4.2. Ca´lculo de las energ´ıas de unio´n de la SSB al sustrato
Como se vera´ ma´s adelante, uno de los datos analizados durante el desarrollo de la tesis
es el coste energe´tico que cuesta liberar un nucleo´tido de ADN que se encuentra unido a una
SSB. Las energ´ıas se calculan como el a´rea encerrada entre la CFE del ADN de cadena sencilla
desnuda, y la CFE del ADN cubierto por SSB. En su expresio´n matema´tica:
Area(kBT · nt−1) =
∫ ∞
0
xSSB,norm(f) df −
∫ ∞
0
xssDNA,norm(f) df (3.9)
xSSB,norm(f) es la extensio´n por nucleo´tido del pol´ımero ADN-SSB a una fuerza dada f, y
xssDNA(f) es la extensio´n por nucleo´tido del ADN de cadena sencilla cuando e´sta se sujeta a una
tensio´n f. Ambas cantidades se utilizan normalizadas a un so´lo nucleo´tido para poder obtener
el coste energe´tico que cuesta liberar un so´lo nucleo´tido de ssDNA cubierto por SSB.
3.4.3. Obtencio´n de la velocidad media y procesividad
La velocidad promediada por actividad se calcula dividiendo el nu´mero de nucleo´tidos re-
plicados entre el tiempo total empleado en la actividad:
VMedia(f) =
xnt,total(nt)
T (s)
(3.10)
Donde xnt,total es el nu´mero total de nucleo´tidos replicados en una sola actividad, y T es el
tiempo empleado en dicha actividad de replicacio´n.
3.4.4. Ca´lculo de la velocidad ma´xima
La velocidad media da informacio´n sobre el promediado de la velocidad de replicacio´n de
la enzima durante una actividad, sin embargo, en el transcurso de dicha actividad, habra´ mo-
mentos en los que la polimerasa estara´ activamente incorporando nucleo´tidos, y ocasiones en
las que se encuentre en un estado de pausa, es decir, unida al ADN pero sin replicar (Ibarra
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y col. 2009; Malik y col. 2017). Para comprender co´mo afecta la tensio´n meca´nica a la cine´ti-
ca instanta´nea de incorporacio´n del nucleo´tido es necesario separar las regiones de replicacio´n
activa de aquellas donde la prote´ına se encuentra en estado de pausa.
Me´todo de la doble gaussiana
Es el me´todo ma´s usado en la bibliografia para obtener la velocidad ma´xima (Ibarra y col.
2009; Malik y col. 2017; Mor´ın y col. 2012). Consiste en calcular las velocidades instanta´neas de
replicacio´n de la enzima. Para ello se realiza un ajuste lineal al nu´mero de nucleo´tidos replicados
por unidad de tiempo con un taman˜o de ventana, o tiempo sobre el cual se realiza el ajuste,
τ , fijo. Por cada actividad se calcula un histograma con la distribucio´n de probabilidad de
las velocidades instanta´neas de replicacio´n promedio. T´ıpicamente mostrara´ una distribucio´n
bimodal con dos picos, uno centrado en cero que corresponde al estado de pausa, y otro centrado
en una velocidad mayor que cero, que se correspondera´ al estado de movimiento. Haciendo un
ajuste a una gaussiana doble se pueden obtener el valor de los picos, obteniendo as´ı la velocidad
ma´xima de replicacio´n, VMax.
Me´todo de la prominencia en la velocidad
Como se vera´ en la seccio´n 4.2, debido a la naturaleza de los resultados experimentales de
esta tesis hubo que desarrollar un modo alternativo para obtener la velocidad instanta´nea o
velocidad ma´xima, VMax. En esta seccio´n se dara´ una breve descripcio´n del nuevo me´todo, ya
que esta´ explicado en detalle y con un ejemplo ilustrativo en el anexo A.2. E´ste me´todo parte del
explicado en el apartado anterior pero utilizando un taman˜o de ventana variable que oscila entre
0.01 y 40 segundos para hacer el ajuste lineal al nu´mero de nucleo´tidos replicados por unidad
de tiempo. Para cada taman˜o de ventana se obtiene Vmax siguiendo el me´todo tradicional de
la distribucio´n de velocidades. En funcio´n del taman˜o de ventana utilizado, τ , se pueden llegar
a promediar las fluctuaciones te´rmicas del propio aparato (τ pequen˜os) o incluso promediar la
actividad y obtener la velocidad media (τ grandes), pero sin embargo, para taman˜os de ventana
intermedios, se puede llegar a calcular la velocidad ma´xima por cada actividad.
Como se ha comentado, esta forma de calcular la velocidad ma´xima viene explicada en
detalle en el anexo A.2 con un ejemplo ilustrativo de obtencio´n de VMax a partir de una actividad
de replicacio´n.
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4.1. Identificacion de los modos de union de la SSB de
mitocondria humana a cadena sencilla de ADN
La concentracio´n de sal y prote´ına modula los modos de unio´n de la SSB de mito-
condria humana a la cadena sencilla de ADN
Figura 4.1: Experimentos para obtener el modo de unio´n de la SSB de mitocondria humana en distintas con-
diciones experimentales. A)Diagrama esque´matico que representa el sistema experimental utilizado. Primero se
abre la horquilla de forma meca´nica, luego se fluye un oligonucleotido que se une al lazo final y evita el cierre
de la horquilla. As´ı se genera un ADN de cadena sencilla de 5080 pares de bases sobre el que se puede fluir la
mtSSB. B) curvas experimentales de experimentos con la SSB de mitocondria humana. C) CFE del sustrato
sujeto entre las microesferas en distintas condiciones: ADN de cadena sencilla desnudo (en rojo), de la cadena
recubierta por SSB (en azul) y la actividad de organizacio´n del ADN por la SSB (en verde).
En la primera parte de la tesis quisimos estudiar las propiedades meca´nicas de los com-
plejos ADN-SSB cuando se fluye directamente la SSB de mitocondria humana (en adelante
mtSSB) sobre el ADN de cadena sencilla (ssDNA) estirado a fuerza baja (∼3pN), donde la
SSB permanece establemente unida al ADN (Suksombat y col. 2015; Maffeo y Aksimentiev
2017). Para ello empleamos un sistema experimental como el mostrado en la figura 4.1A) que
se ha explicado en la seccio´n 3.2.1. En este caso se decidio´ prescindir del espaciador para evitar
posibles efectos del ADN de cadena doble sobre la unio´n de la SSB. Adema´s la cadena doble de
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ADN (dsDNA a partir de aqu´ı) no interfiere con las propiedades ela´sticas del ssDNA (Ibarra
y col. 2009; Suksombat y col. 2015). El ADN utilizado en la mole´cula distintiva para estos
experimentos es un fragmento del genoma de φ29 amplificado por PCR como el explicado en
la seccio´n 3.2.1, con la diferencia de que el conector se sustituyo´ por uno nuevo formado por
una cadena doble con un extremo compatible con un ADN cortado con EcoRI, y en el otro
extremo con dos funcionalizaciones distintas: una biotina en el 5’, y con una digoxigenina en el
3’. El montaje final consiste en una horquilla de 2540pb de longitud. Una vez abierto (a ∼19
pN) se fluye en la ca´mara flu´ıdica un oligonucleo´tido de 30 pb complementario al lazo final, lo
que evitara´ el cierre de la horquilla al disminuir la fuerza, dando lugar a un ADN h´ıbrido de
5080 pares de bases de ssDNA. Con la mole´cula sujeta, bajar la fuerza a 0 pN y subirma de
nuevo a ∼30-40 pN dara´ lugar a la CFE roja mostrada en la figura 4.1B).
Despue´s se limpia el oligonucleo´tido mediante el flujo principal de la ca´mara flu´ıdica, lo que
asegurara´ que una vez fluyamos las SSB, todo el tetra´mero organice el ADN que esta´ estirado
entre las microesferas, y no existan uniones con los oligonucleo´tidos. Una vez limpio el sistema,
la mtSSB se introduce a una fuerza constante de ∼3±1 pN, l que evitara´ efectos potenciales
que las tensiones meca´nicas puedan ejercer sobre la unio´n de la SSB con el ssDNA, tal y como
ocurre con la SSB de E.Coli (Suksombat y col. 2015).
Al sujetarse el sistema a fuerza constante, la organizacio´n del ssDNA por la mtSSB se
detecta como un cambio en distancia entre las microesferas (∆x en la figura 4.1A), l´ınea verde
en la imagen B)). Una vez la mtSSB ha organizado el ssDNA, la extensio´n entre las microesferas
permanecera´ constante ya que no se esta´ uniendo ma´s prote´ına. Despue´s se vuelve a limpiar el
sistema para eliminar la mtSSB sobrante y se realiza un ciclo de relajacio´n y estiramiento entre
0 y ∼30-40 pN para obtener la CFE en presencia de mtSSB (en la figura 4.1B) se muestra una
CFE ejemplo obtenida a 10mM NaCl).
Debido a que el comportamiento del complejo ssDNA-mtSSB puede cambiar con las condi-
ciones del experimento (Curth y col. 1994; Ciesielski y col. 2015), se decidio´ tomar experimentos
con contenido variable de concentracio´n de NaCl (5, 10, 50,100 y 200 mM), MgCl2 (4 mM) y
mtSSB (5, 10, 50, 100 y 200 nM), combinados entre s´ı. As´ı, se midieron un total de ∼25 ratios
[mtSSB]/[NaCl] distintos con un mı´nimo de 4 CFE por cada condicio´n, siendo este ratio una
medida del nu´mero medio de mtSSB que existen por cada io´n en disolucio´n. En todas las con-
diciones la extensio´n de un ssDNA cubierto por mtSSB es distinta a la del ssDNA desnudo, y
la forma de las CFE depende de la concentracio´n de sal y de mtSSB (ver figura 4.2). Ademas,
dichas curvas no muestran la presencia de agregados (que se detectar´ıan como saltos bruscos en
extensio´n), algo que ya hab´ıa sido reportado con anterioridad (Ciesielski y col. 2015; Longley,
Smith y Copeland 2009).
Las CFE que se representan en la figura 4.2 demuestran que la fuerza puede tener un efecto
relevante sobre la estabilidad del pol´ımero mtSSB-ssDNA ya que la aplicacio´n de tensiones
puede lograr la liberacio´n de la mtSSB del ADN de cadena sencilla, llegando a recuperar la
CFE que se ten´ıa antes de fluir la mtSSB en el medio, tal y como se ha visto en E.Coli
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Figura 4.2: Curvas de fuerza-extensio´n de un ADN organizado por la mtSSB. Las l´ıneas rojas y azules representan
los estiramientos una vez unida la mtSSB a ∼3 pN y en distintas concentraciones. Para cada caso se muestran
dos curvas ejemplo. Las l´ıneas ma´s claras representan las CFE de la ssDNA desnuda en las distintas condiciones.
La curva negra discont´ınua es la simulacio´n con el modelo Worm Like Chain, WLC para pol´ımeros inextensibles,
en la que se utilizo´ una longitud de persistencia de 0.75nM y un mo´dulo de estiramiento de 800pN. La imagen
ha sido modificada de la referencia de Mor´ın y col. (2017).
(Suksombat y col. 2015). Para analizar la estabilidad de la unio´n mtSSB-ssDNA y estudiar
las propiedades ela´sticas intr´ınsecas del pol´ımero, decidimos llevar a cabo unos experimentos
consistentes en una serie de ciclos de estiramiento y relajacio´n empezando a fuerzas bajas, con
un incremento de ∼1 pN por cada ciclo. En estos experimentos solo esta´ presente la SSB que
organizo´ el ssDNA a ∼3 pN, ya que la mtSSB que no se une se elimino´ mediante flujo principal.
Disen˜ados de esta forma nos pueden dar informacio´n sobre las fuerzas necesarias para lograr
que el ADN se desenrolle de la mtSSB sin soltarse del todo (Fu), y que tensiones son necesarias
para lograr la completa liberacio´n del tetra´mero (Fd).
En la figura 4.3 se muestran los resultados obtenidos. Para todas las condiciones analizadas,
las CFE son completamente reversibles por debajo de ∼5±1 pN indicando una unio´n estable
mtSSB-ssDNA. Si subimos la tensio´n aplicada por encima de la fuerza de desenrollamiento, Fu,
aparecen feno´menos de histe´resis, es decir, se puede calcular un a´rea encerrada entre las curvas
de estiramiento y relajacio´n (ver figura 4.3A, panel central). Sin embargo, ciclos consecutivos
de estiramiento-relajacio´n presentan CFE similares con histe´resis parecidas. Dado que la u´nica
mtSSB presente es la que se unio´ al ADN antes de iniciar los ciclos, la aparicio´n de histe´resis
demuestra que el cambio en las CFE se debe a cambios en la estructura del pol´ımero sin pe´rdida
de mtSSB. Es decir, si subimos la fuerza por encima de Fu lograremos el desenrollamiento de
la mtSSB, pero no su liberacio´n, ya que tras la relajacio´n se recupera la estructura original del
pol´ımero. No obstante, subir la fuerza por encima de Fd hace que en ciclos consecutivos la CFE
en presencia de mtSSB tienda a la CFE de la ssDNA desnuda, lo que demuestra que la fuerza
puede ocasionar la liberacio´n de la mtSSB (figura 4.3A, panel derecho).
46
CAPI´TULO 4. RESULTADOS
Figura 4.3: Estabilidad de la unio´n de la mtSSB al sus-
trato de ADN de cadena sencilla. A) Ejemplos de ciclos
de estiramiento-relajacio´n para 50mM NaCl y 100 nM de
mtSSB. En todos los paneles C1 representa el primer ci-
clo, R representa la rejalacio´n a ∼0 pN y C2 representa
el segundo ciclo de estiramiento, ∼1-2 pN por encima de
C1. Por debajo de ∼5 pN (panel izquierdo) los ciclos son
completamente reversibles. Cuando C1 es igual a C2, pe-
ro son distintos a la relajacio´n (panel central), significa
que la mtSSB se desenrolla sin liberacio´n con la fuerza,
ya que tras la relajacio´n se reorganiza el ADN y un nuevo
estiramiento presenta una CFE similar a C1. Estos ciclos
tienen una histe´resis (a´rea verde) que se repite tras el pro-
ceso de relajacio´n. Cuando C1 es lo suficientemente alto,
la relajacio´n tendra´ una CFE similar a la de ADN de ca-
dena sencilla, ya que se ha liberado parte de la mtSSB en
el proceso (panel derecho). Al tener el ssDNA ma´s limpio
de prote´ına, el segundo ciclo transcurre con una CFE ma´s
proxima a la de cadena sencilla que C1, con una histe´resis
ma´s pequen˜a. B) Dependencias de la fuerza de desenro-
llamiento de la mtSSB, Fu (puntos azules con el centro
blanco), y la fuerza de liberacio´n, Fd (puntos rellenos en
negro), con el ratio [mtSSB]/[NaCl]. En rojo se represen-
tan los puntos a 4mM MgCl2 y 50nM NaCl. En todos los
casos las barras de error representan el error esta´ndar.
Las gra´ficas se han obtenido de la referencia Mor´ın y col.
2017.
Por otra parte, la figura 4.3B muestra
que tanto Fu como Fd aumentan con el ratio
[mtSSB]/[NaCl]. Si dicho ratio sube por en-
cima de un determinado valor (∼1.106), am-
bas fuerzas presentan un incremento de for-
ma abrupta ya que Fu para de valer ∼6 pN a
∼9 pN, mientras que Fd sube de ∼8 pN a ∼
14pN. Estos resultados demuestran que tan-
to la concentracio´n salina como la de mtSSB
tienen un efecto relevante en la unio´n de la
prote´ına al ADN. Adema´s, esta misma ten-
dencia se ha observado para la SSB de E.Coli
(Suksombat y col. 2015), donde las fuerzas
requeridas para desenrollar y soltar una sola
SSB son ∼3-8 pN y ∼10 pN, respectivamen-
te, confirmando que las tensiones afectan a
la organizacio´n del ADN en torno a ambos
tetra´meros. Por otra parte, fuerzas superio-
res a ∼30-40 pN son suficientes para lograr
la completa liberacio´n del tetra´mero.
Para comprobar el efecto que la concen-
tracio´n de sal y mtSSB tienen sobre la forma
en la que el tetra´mero organiza el ADN, de-
cidimos aplicar el modelo propuesto por Ja-
rillo y col. (2017) en la zona reversible (∼0-5
pN) de un total de N∼200 CFE obtenidas
experimentalmente en las distintas condicio-
nes. Dado que no hay evidencia de que la
mtSSB se una de forma cooperativa al ADN,
el modelo supone que la SSB se puede unir
de forma aleatoria en cualquier lugar de la
mole´cula, por lo que cabr´ıa esperar que en
el complejo ADN-SSB convivan segmentos
organizados por SSB y segmentos de ADN
de cadena sencilla libres de SSB. Cuando se
aplican fuerzas sobre el complejo en la zo-
na reversible, el ADN migra hacia los extre-
mos del tetra´mero, obliga´ndolo a mantener
su orientacio´n en la direccio´n de la fuerza
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aplicada. As´ı, para explicar la extensio´n to-
tal de la mole´cula, se puede considerar que es la suma de dos pol´ımeros independientes, uno
cubierto por SSB y otro de ADN desnudo. Por lo tanto en equilibrio, la extensio´n total experi-
mental por nucleo´tido xtot(F) se puede explicar como la suma de la extensio´n total del complejo
ADN-SSB a una fuerza dada (xComplejo(F)) y la extensio´n del fragmento de ADN de cadena
sencilla xssDNA(F). De esta forma, si δ es la fraccio´n total de la ssDNA que esta´ cubierta por
SSB:
xTot(F ) = δ · xComplejo(F ) + (1− δ) · xssDNA(F ) (4.1)
xssDNA(F) se obtiene experimentalmente de las CFE de cadena sencilla de ADN como se
explica en la seccio´n 3.3.1, por lo que contiene las propiedades ela´sticas del ADN en cada
condicio´n experimental. xtot(F) es la extensio´n molecular experimental del pol´ımero ssDNA-
SSB medida entre las microesferas, normalizada a 1 nt. Por otra parte, la contribucio´n de la
regio´n cubierta por mtSSB, xComplejo(F), se modelizo´ utilizando el FJC para elasticidad de
pol´ımeros. El FJC asume que cada complejo ssDNA-tetra´mero se comporta como una varilla
r´ıgida de longitud Lends, que coincide con la distancia entre los puntos por donde entra y sale el
ADN del tetra´mero. As´ı, la expresio´n que da la extensio´n por nucleo´tido de la regio´n cubierta
por mtSSB es la siguiente:
xComplejo =
Lends
Nnt
·
[
coth
(
F · Lends
kB · T
)
− kB · T
F · Lends
]
(4.2)
Nnt es el nu´mero de nucleo´tidos promedio que cada tetra´mero es capaz de organizar,
coth (F · Lends/kB · T ) − kB · T/F · Lends se corresponde con la funcio´n de Langevin, y da la
medida del alineamiento promedio de los tetra´meros con respecto a la direccio´n de la tensio´n
aplicada en el sustrato. Lends se tomo´ como el taman˜o cristalogra´fico de la mtSSB en todas
direcciones (5≤Lends≤8nm (Curth, Urbanke y Kang 1997)), ya que son las posibles distancias
que podr´ıa valer la unidad del pol´ımero formado por las mtSSB.
Aplicar el modelo demostro´ que para todos los valores de Lends estudiados se distinguen
dos modos de unio´n estad´ısticamente distintos: el modo alto (mtSSBA), en el que la mtSSB
une mayor nu´mero de nucleo´tidos, y el modo bajo (mtSSBB), en el que se organiza un nu´mero
ma´s pequen˜o. La figura 4.4A muestra la variacio´n del nu´mero de nucleo´tidos unidos en las
distintas condiciones para un caso ejemplo con Lends=6 nm. Adema´s en todas las condiciones
se demostro´ que ambos modos son estad´ısticamente diferentes con un nivel de significancia
mayor a un 95 % mediante un test t-Student, lo que verifica la existencia de dos modos de
unio´n, tal y como se ha encontrado para la SSB de E.Coli (Lohman y Ferrari 1994; Ferrari,
Bujalowski y Lohman 1994). La prevalencia de uno u otro modo depende de la concentracio´n
de sal y mtSSB utilizadas, predominando el modo alto, mtSSBA a altas concentraciones de
sal ([NaCl]=300 mM) o ratios [mtSSB]/[NaCl] bajos (<0.5-1·106); mientras que el modo bajo,
mtSSBB, predomina a bajas condiciones de sal (10 mM) o alto ratio [mtSSB]/[NaCl] (ver figura
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Figura 4.4: Resultados de aplicar el modelo utilizando Lends=6 nm. A) Representacio´n del nu´mero de nucleo´tidos
organizados por una mtSSB en funcio´n del ratio [SSB]/[NaCl]. Los puntos rojos representan los resultados a
50mM NaCl y 4mM MgCl2. Prevalecen dos de unio´n mayoritarios, el modo alto (regio´n rosada, mtSSBA) y el
modo bajo (regio´n azulada, mtSSBB). B) Resutlados de la cobertura obtenida en funcio´n del ratio [SSB]/[NaCl].
En ambos casos las barras de error representan el error esta´ndar. Las gra´ficas han sido modificadas de la
referencia de Mor´ın y col. 2017.
4.4A). Sin embargo, en condiciones intermedias o fisiolo´gicas (∼100 mM NaCl) el modo de unio´n
dependera´ fundamentalmente de la concentracio´n de mtSSB, con el modo bajo dominando a
concentraciones superiores de ∼50-100 nM, lo que implica que habra´ mayor nu´mero de prote´ınas
unidas por cada ADN de cadena sencilla disponible.
Adema´s, aunque el modo de unio´n depende del valor de Lends utilizado en los ajustes, tal
y como se muestra en la tabla 4.1, para cualquiera de los valores de Lends, el modo mtSSBB
une un nu´mero de nucleo´tidos un 30 % menor. En esa misma tabla se puede comprobar que
el comportamiento se repite en los experimentos llevados a cabo en presencia de MgCl2. En
cualquier caso los resultados del nu´mero de nucleo´tidos de cada modo son compatibles con
lo que se puede encontrar en la bibliograf´ıa en experimentos de unio´n a oligonucleo´tidos en
distintas condiciones salinas, donde se han encontrado taman˜os de unio´n de entre 50 y 70 nt
por tetra´mero (Curth y col. 1994), 68-120 nt por tetra´mero para la mtSSB de la Drosophila
melanogaster (Thommes y col. 1995) o 65-35 para la SSB de E.Coli TwoBindingModes.
Tabla 4.1: Tabla con los resultados experimentales para los dos modos de unio´n encontrados para la SSB de
mitocondria humana. En azul se sen˜ala el modo bajo obtenido de los ajustes, y en rojo el modo alto. Los errores
mostrados corresponden a la desviacio´n esta´ndar. La figura ha sido modificada de (Mor´ın y col. 2017).
Por otra parte, los ajustes a los modelos tambie´n demostraron que la cobertura del sustra-
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to de ADN tambie´n esta´ determinada por el contenido en sal y la concentracio´n de mtSSB.
As´ı, tal y como se puede ver en la figura 4.4B, en el modo alto(predominante a bajo ratio
[mtSSB]/[NaCl]) la cobertura sera´ de un ∼70 %, mientras que en el modo bajo, predominante
a alto ratio [mtSSB]/[NaCl], la cobertura sera´ de un ∼90 %.
Modo de unio´n predominante en la replicacio´n del ADN mitocondrial humano
Hasta ahora se ha podido comprobar que existen dos modos diferenciados de unio´n de la
SSB de mitocondria humana al ADN de cadena sencilla, y la prevalencia de uno u otro modo
queda determinada por la concentracio´n de sal y SSB del medio. Sin embargo, dicho modo de
unio´n podr´ıa cambiar en funcio´n del proceso fisiolo´gico por lo que para determinar si algu´n
modo domina en las condiciones fisiolo´gicas decidimos llevar a cabo unos experimentos que
recrean la generacio´n gradual de la cadena retrasada en la replicacio´n del ADN. Se empleo´ un
sistema experimental como el explicado en la seccio´n 3.3.2 en el que se utilizo´ una horquilla
como la utilizada en los experimentos de unio´n de la mtSSB, pero an˜adie´ndole el espaciador
junto al ADN marcado con digoxigenina. Este montaje deja en el espaciador el extremo 3’ libre,
permitiendo a la polimerasa utilizarlo como primer e iniciar la replicacio´n.
En estos experimentos se utiliza una disolucio´n tampo´n a 50mM Tris HCl pH 7.5, 2mM DTT,
50mM NaCl, 4mM MgCl2, y se fluyen a la vez, a ∼3 pN, la polimerasa del bacterio´fago φ29 (a
2nM) y la mtSSB en distintas concentraciones. Como se explico´ en la seccio´n 3.3.2 se utilizo´
la polimerasa del bacterio´fago φ29 por su alta procesividad y capacidad de desplazamiento de
banda (Mor´ın y col. 2012; Kamtekar y col. 2004; Ibarra y col. 2009; Salas 1991; Blanco y col.
1989; Rodr´ıguez y col. 2005). Esto hace que la enzima pueda llegar a replicar a unos ∼30 nt/s los
2500 pares de bases que forman la horquilla sin disociacio´n hasta que se detiene en el extremo
aba´sico del lazo final, lo que deja un sustrato final de 5226 pb de cadena doble y 2540 pb de
cadena sencilla que ha sido recubierta por mtSSB de forma gradual. Adema´s, la actividades de
replicacio´n no presentan pausas largas ni cambios bruscos en distancia (ver figura 4.5C), lo que
confirma una unio´n progresiva de la mtSSB al ADN de cadena sencilla segu´n es generado en el
proceso de apertura de la horquilla.
Suponiendo que la mtSSB permanece estable entre 0 y ∼5 pN, utilizamos la ecuacio´n 4.2
para repetir los ajustes de la seccio´n anterior pero con las nuevas condiciones de generacio´n
de ADN. Estos ajustes nos dan el nu´mero de nucleo´tidos que une cada tetra´mero, as´ı como la
cobertura total del pol´ımero de ADN. Sus resultados se muestran en la figura 4.5 donde se puede
comprobar, que cuando la unio´n de la mtSSB se produce al mismo tiempo que la generacio´n
de cadena sencilla de ADN, y a una velocidad que permite la unio´n gradual de la mtSSB (∼30
nt/s), el u´nico modo de unio´n que prevalece es el modo bajo de unio´n, independientemente de
la concentracio´n de la mtSSB. Adema´s, tal y como pasaba en los experimentos de la seccio´n
anterior, estos resultados son independientes del valor de Lends ya que el modo mtSSBB prevalece
en todos los casos.
Por otra parte, la generacio´n gradual de la cadena sencilla de ADN garantiza que la mtSSB
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Figura 4.5: Resultados de la unio´n de la mtSSB al ADN de cadena sencilla cuando tiene lugar al mismo tiempo
que la replicacio´n de la horquilla. A) Nu´mero de nucleo´tidos unidos por tetramero para Lends=6nm y distinta
concentracio´n de mtSSB. La regio´n rosada representa el modo alto de unio´n, y la azulada el modo bajo. B)
Cobertura obtenida para las distintas condiciones con Lends=6nm. En A) y B) los puntos rojos representan
los resultados obtenidos cuando la unio´n se produce a un ADN de cadena sencilla previamente generado. Los
puntos verdes representan los resultados obtenidos cuando la unio´n se produce al mismo tiempo que el ADN es
generado de forma gradual. C) Trazas representativas de actividades de replicacio´n sin (en negro) y con mtSSB
(en verde). Estas trazas representan los cambios en distancia entre las microesferas debidas al efecto combinado
de la replicacio´n y la unio´n de la mtSSB, que son llevadas a cabo con el ADN sujeto a ∼3pN y a una velocidad
de ∼30nt/s. Las imagenes han sido modificadas de la referencia Mor´ın y col. 2017.
cubrira´ pra´cticamente la totalidad de la mole´cula de ADN, ya que como se puede ver en la figura
4.5B), para todas las concentraciones de mtSSB estudiadas la cobertura esta´ en un ∼95 %.
Tabla 4.2: Tabla con los resultados de los ajustes hechos con el modelo de la ecuacio´n 4.2 para los experimentos
de unio´n en co-replicacio´n. Independientemente del valor de Lends utilizado la concentracio´n de mtSSB no
determina el modo de unio´n, siendo el modo bajo el que domina en estas condiciones. Tabla tomada de Mor´ın
y col. 2017.
4.2. Replicacio´n de la cadena retrasada
Hasta ahora se han explicado los resultados obtenidos en relacio´n a la comprensio´n del
comportamiento de la SSB de la mitocondria humana. Como se ha comento´ en los objetivos
51
CAPI´TULO 4. RESULTADOS
(cap´ıtulo 2) en esta tesis se ha tratado de comprender el funcionamiento individual de una
parte de las prote´ınas implicadas en la replicacio´n del ADN mitocondrial humano, as´ı como
su funcionamiento colectivo, por lo que en las siguientes secciones se van a mostrar y explicar
los resultados obtenidos en los experimentos de replicacio´n de la polimerasa de la mitocondria
humana.
Deteccio´n de actividades individuales de replicacio´n de la polγ y obtencio´n de las
CFE de la cadena sencilla de ADN en presencia de la SSB
Figura 4.6: Resultados experimentales para las CFE del ssDNA en presencia de la SSB. A) CFE en presencia
de todas las SSB estudiadas en esta tesis. B) Ajustes del modelo de (Jarillo y col. 2017) y (Mor´ın y col. 2017)
a los resultados experimentales, siempre por debajo de 8pN. Imagenes modificadas de Cerro´n y col. 2019.
En estos experimentos se uso´ el sistema experimental explicado en la seccio´n 3.3.3 y la
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figura 3.11. Se llevaron a cabo en las condiciones experimentales apropiadas para la replicacio´n
del ADN (ver seccio´n 3.3, 30mM KCl, 4mM MgCl2), con 50nM SSB para cada uno de los
tres tipos de prote´ına. Estas condiciones son conocidas por estimular la unio´n de la SSB en el
modo bajo al ADN de cadena sencilla (Antony y Lohman 2018; Lohman y Ferrari 1994; Qian
y Johnson 2017; Mor´ın y col. 2017). De hecho, el ana´lisis de CFE de los complejos SSB-ADN
para los tres tipos de tetra´mero estudiados en esta tesis (ver figura 4.6A indicaron que, en
nuestras condiciones experimentales y a las fuerzas por debajo de las cuales la SSB permanece
establemente unida al tetra´mero (∼8-10pN), las tres prote´ınas se unen al ADN en el modo
bajo de unio´n (∼30nt/tetra´mero), cubriendo casi la totalidad del sustrato (80-90 %). En la
figura 4.6B se muestran las regiones de las CFE en las cuales se aplico´ el modelo desarrollado
en las referencias (Jarillo y col. 2017) y (Mor´ın y col. 2017); en rojo se muestran los valores
promedio de las Curvas de Fuerza-Extensio´n para la mtSSB, junto a una traza representativa
experimental, en verde se muestran los valores de las CFE para la mtSSB2,3, y en negro para
las CFE de EcoSSB. En gris se muestran ejemplos de curvas experimentales representativas
para cada uno de los casos, y en azul se indican los ajustes a los modelos.
Como se ha comentado anteriormente estos ajustes siempre se realizaron a fuerzas por debajo
de ∼8pN, ya que a tensiones superiores la fuerza favorece la suelta de la SSB de la ssDNA, y
el ADN tiende a salirse por los extremos del tetra´mero (Suksombat y col. 2015; Mor´ın y col.
2017).
Las Curvas de Fuerza-Extensio´n nos permitieron obtener el nu´mero de nucleo´tidos replicados
por unidad de tiempo de la polimerasa en las distintas condiciones. En la figura 4.7 se ven unos
ejemplos de actividades de replicacio´n de la polγ llevadas a cabo en las distintas condiciones
de SSB. Como se puede comprobar presentan regiones donde la polγ replica a su velocidad
ma´xima (VMax) (el nu´mero de nucleo´tidos replicados aumentan con el tiempo) y regiones de
pausa donde la enzima permanece inactiva.
4.2.1. La estructura secundaria formada en el ADN de cadena senci-
lla ralentiza la velocidad ma´xima de replicacio´n de la polimerasaγ
El primer paso consistio´ en estudiar y analizar el comportamiento de la polimerasaγ cuando
replica el sustrato de ADN en ausencia de SSB. Se analizaron un total de N=100 actividades
independientes, que demostraron que a las fuerzas ma´s bajas (∼1pN) el nu´mero promedio de
nucleo´tidos replicados por actividad (tambie´n llamado procesividad) esta´ en torno a 450±25nt,
con una velocidad de replicacio´n promedio que oscila entre ∼6 y ∼13nt/s, tal y como se muestra
en la figura 4.8, donde se pueden ver los resultados para la procesividad y velocidad promedio
de replicacio´n (VMedia).
Estos valores coinciden con lo obtenido en estudios in vitro llevados a cabo con las mismas
condiciones salinas que en los experimentos de esta tesis, donde experimentos con la holoenzima
reconstituida dieron resultados de procesividad en torno a ∼560nt (Ciesielski y col. 2015; Fan
y col. 2006) y velocidad promedio de replicacio´n de ∼6nt/s (Kaguni 2004; Graziewicz, Longley
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y Copeland 2005).
Figura 4.7: Ejemplos representativos de actividades de re-
plicacio´n de la polγ en ausencia y presencia de variantes de
mtSSB. Imagen obtenida de la referencia de Cerro´n y col.
2019.
Por otra parte, el proceso de prepara-
cio´n del ADN ssds detallado en la seccio´n
3.2.2 podr´ıa dar lugar a pequen˜os res´ıduos
de ssDNA que podr´ıan estar generando ex-
tremos 3’ libres en el fragmento de ADN de
cadena sencilla presente en el sustrato utili-
zado. Esto hace que en nuestros experimen-
tos pudiera darse la circunstancia de ocurrir
varios eventos de replicacio´n sobre el ADN
estirado al mismo tiempo. Por esto, para ga-
rantizar que la actividad registrada en las
pinzas o´pticas fuera debida a una u´nica po-
limerasa, se mantuvo la concentracio´n de la
misma lo ma´s baja posible (2nM). Adema´s
se repitio´ el experimento variando la con-
centracio´n de la enzima hasta 50 veces (de
0.2nM a 10nM), y como se puede ver en la
figura 4.9 los resultados tanto de VMedia como de procesividad no cambian, lo que demuestra
que en estos experimentos cada actividad de replicacio´n se debe a una sola polimerasa.
En la figura 4.7 se ha podido comprobar que las actividades de replicacio´n presentan re-
giones de pausa y regiones de movimiento, siendo estas u´ltimas zonas donde la enzima esta´
replicando el ADN a su velocidad ma´xima. Para calcular la velocidad en estas regiones, donde
se puede estudiar la polimerasa cuando esta´ activamente replicando el ADN, desarrollamos un
Figura 4.8: Resultados obtenidos para los experimentos de replicacio´n sobre cadena sencilla de ADN. A) Resul-
tados experimentales para la velocidad media de replicacio´n de la polimerasaγ en las distintas condiciones. B)
Procesividad de la enzima. Figura obtenida de Cerro´n y col. 2019.
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nuevo me´todo (el me´todo de las prominencias) que permite obtener la velocidad instanta´nea
(o velocidad ma´xima, VMax) en polimerasas con velocidades de replicacio´n lentas, como es el
caso de la polγ. Debido a lo novedoso del me´todo, en el Anexo A.2 se incluyen ejemplos de
obtencio´n de la VMax en actividades de replicacio´n simuladas con velocidad conocida. Con estos
datos descubrimos que la aplicacio´n del me´todo de las prominencias subestima las velocidades
de replicacio´n en torno a un ∼13 %, pero sin embargo permite obtener el valor de la VMax con
mayor exactitud que con el me´todo tradicionalmente empleado de la doble gaussiana, va´lido
para polimerasas que replican a mayor velocidad (Maier, Bensimon y Croquette 2000; Wuite
y col. 2000; Mor´ın y col. 2012; Manosas y col. 2012).
Como en el caso de la velocidad media de replicacio´n, VMedia, los resultados obtenidos para
Vmax tambie´n presentan una dependencia fuerte con la tensio´n aplicada en el ADN, ya que
aumenta con la velocidad a tensiones menores que ∼6pN (de ∼15nt/s a ∼25nt/s) y disminuye
gradualmente hasta pararse a tensiones mayores que ∼6pN. Este comportamiento no es nuevo
en este tipo de enzimas, ya que ha sido visto con anterioridad en determinados estudios (Maier,
Bensimon y Croquette 2000; Manosas y col. 2012; Wuite y col. 2000; Naufer y col. 2017). Para
fuerzas menores a∼6pN, la tensio´n produce un aumento en Vmax, lo que podr´ıa estar relacionado
con la presencia de estructura secundaria en el ssDNA, ya que el porcentaje de nucleo´tidos que
no forman estructura secundaria es cercano al ∼100 % para esas fuerzas, tal y como se muestra
en la figura A.1 del anexo A.1 (calculado siguiendo el procedimiento descrito en la referencia
de Bosco, Camunas-Soler y Ritort (2014)). Adema´s, hay estudios previos que demuestran que
la estructura secundaria tiene un efecto relevante en la actividad de determinadas polimerasas
similares a la estudiada en esta tesis (Hacker y Alberts 1994; Johnson y O′Donnel 2005; Kaguni
y Clayton 1982). Por ello, decidimos desarrollar un modelo en el que Vmax esta´ modulada por el
trabajo de convertir un nucleo´tido de cadena sencilla (que mide una distancia xssDNA(f)) a un
Figura 4.9: Experimentos de replicacio´n del ssDNA a diferentes concentraciones de polγ. A) Velocidad de
replicacio´n media. B) Procesividad. La figura proviene de la referencia Cerro´n y col. 2019.
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nucleo´tido de cadena doble (cuya distancia a una fuerza f es xdsDNA(f)), y adema´s un trabajo
extra empleado en deshacer la estructura secundaria caracter´ıstica del ADN de cadena sencilla
a cada fuerza. As´ı, ajustamos la curva fuerza-Vmax a la ley de Arrhenius (Bustamante y col.
2004):
Vmax(f) = kmax(0) · e
−
δ · f · (xss(f)− xds(f)) + ∆Geff · (1− φ(f))
kBT (4.3)
Donde kmax(0) es la velocidad ma´xima de replicacio´n sin fuerza aplicada sobre el sustrato y
en ausencia de estructura secundaria, δ es el taman˜o de paso cine´tico de la polimerasa, ∆Geff
es la barrera energe´tica que genera la estructura secundaria al avance de la polimerasa. φ(f)
va de 0 a 1 y representa el porcentaje de nucleo´tidos desapareados que tiene el ADN de cadena
sencilla a una fuerza f y en nuestras condiciones experimentales. Por otro lado kB es la constante
de Bolzmann y T es la temperatura absoluta. Las variables φ(f), xssDNA(f) y xdsDNA(f) son
emp´ıricas, es decir, provienen de las CFE en las distintas condiciones experimentales (figura
4.6). Adema´s decidimos fijar δ como 1, ya que segu´n diversos estudios de estructura de prote´ınas
y bioqu´ımica en bulk, un taman˜o de paso cine´tico de 1 nucleo´tido ser´ıa lo esperable para este
tipo de prote´ınas (Li, Korolev y Waksman 1998; Berman y col. 2007; Mor´ın y col. 2015; Pandey
y Patel 2014). Por otra parte, las variables kmax(0) y ∆Geff se obtienen tras ajustar la ecuacio´n
4.3 a los datos experimentales minimizando el error cuadra´tico medio. Tal y como se muestra
en la figura 4.10A encontramos que el modelo ajusta para todo el rango de fuerzas estudiado,
dando como resultado un kmax(0)=23±0.7nt/s y ∆Geff=1.4±0.2kBT.
Figura 4.10: Velocidad de replicacio´n de la polimerasaγ en funcio´n de la fuerza y de la concentracio´n de SSB. A)
VMax en ausencia y presencia de SSB, en azul y rojo respectivamente. B) VMax para los distintas SSB usadas.
En ambas figuras las l´ıneas cont´ınuas representan los ajustes a los distintos modelos explicados en el texto
principal. Figura originaria de Cerro´n y col. 2019.
En concreto, el valor de kmax(0) es similar a la velocidad de incorporacio´n intr´ınseca de nu-
cleo´tidos encontrada anteriormente en experimentos in vitro de la polimerasa de la mitocondria
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de la Drosophila melanogaster, 15 nt/s, y de la humana, 37nt/s (Lee y Johnson 2006; Johnson
y Johnson 2001a; Williams y Kaguni 1995).
Adema´s, este modelo demuestra la importancia que tiene la estructura secundaria en la
modulacio´n de Vmax a bajas fuerzas, ya que representa una barrera de 1.4kBT, lo que hace que
sea el principal impedimento al avance de la polimerasaγ a fuerzas por debajo de ∼6pN. Sin
embargo a fuerzas mayores es el trabajo meca´nico de convertir un nucleo´tido de cadena sencilla
a uno de cadena doble la mayor contribucio´n a la barrera energe´tica, ya que a ∼6pN se ha
desestabilizado casi toda la estructura secundaria tal y como se muestra en la figura A.1, φ ∼1.
En este punto, conviene destacar que aunque la polimerasaγ tiene capacidad exonucleol´ıtica
y de correccio´n de errores, nosotros no fuimos capaces de detectar actividades de exonucleo´lisis
a fuerzas por debajo de ∼60pN, tal y como se ha observado para otras polimerasas similares
(Naufer y col. 2017; Ibarra y col. 2009; Wuite y col. 2000) ya que la velocidad a la que ocurre
dicho proceso podr´ıa no ser detectable al encontrarse por debajo del l´ımite de resolucio´n de
nuestro equipo.
4.2.2. La SSB impide la formacio´n de la estructura secundaria de la
cadena sencilla de ADN favoreciendo la replicacio´n por parte
de la polγ
El siguiente paso de la investigacio´n fue incluir la SSB de la mitocondria humana en los
experimentos de replicacio´n, para ello se siguio´ el mismo procedimiento que en la seccio´n anterior
pero an˜adiendo la SSB en la disolucio´n con la polimerasa. Se analizaron un total de 109 curvas
que demostraron que la presencia de la SSB aumenta tanto la procesividad como la velocidad
de replicacio´n en el rango en el que la SSB permanece establemente unida al sustrato (8-
10pN)(Mor´ın y col. 2017; Suksombat y col. 2015), tal y como se muestra en las figura 4.8.
Esta estimulacio´n ya se ha visto anteriormente en estudios de replicacio´n in vitro, como se
explica los estudios de Korhonen y col. (2004), Ciesielski y col. (2015) y Williams y Kaguni
(1995). En estas condiciones la polimerasaγ replica unos ∼900nt y la velocidad promedio de
replicacio´n sube a ser unos ∼9nt/s, mantenie´ndose aproximadamente constante para el rango
de fuerzas estudiado (figura 4.8). La SSB de mitocondria humana tambie´n tiene un efecto en
Vmax, ya que como se puede ver en la figura 4.10 cuando la replicacio´n se produce en presencia
de SSB en el sustrato, la velocidad ma´xima sube hasta ∼24nt/s a 1pN, mantenie´ndose tambie´n
aproximadamente constante para todo el rango de fuerzas en el cual la SSB permanece unida,
8-10pN. Adema´s, el valor de VMax alcanzado es similar al que tiene la polγ a ∼6pN cuando la
replicacio´n se produce en ausencia de SSB, lo cual significa que a las tensiones en las que la
SSB permanece establemente unida, desempen˜a un rol fundamental impidiendo la formacio´n de
estructura secundaria en la cadena sencilla de ADN, permitiendo as´ı que la polimerasa alcance la
velocidad instanta´nea de replicacio´n ma´xima medida en nuestras condiciones experimentales. De
hecho, si ajustamos los datos experimentales a la ecuacio´n 4.3 asumiendo que no hay estructura
57
CAPI´TULO 4. RESULTADOS
secundaria (φ(f) ∼ 1) y fijando kmax(0) al valor obtenido en los ajustes en ausencia de SSB
(∼23nt/s), modelo ajusta a nuestros datos experimentales. Cabe sen˜alar que la dependencia
de VMax con la fuerza viene exclusivamente del trabajo meca´nico de convertir un nucleo´tido
de cadena sencilla cubierto por SSB (xSSB) a uno de cadena doble (xdsDNA) en cada ciclo de
incorporacio´n del nucleo´tido (δ=1):
Vmax(f) = kmax(0) · e
−
δ · f · (xSSB(f)− xds(f))
kBT (4.4)
Como se indica en la figura 4.10, este modelo describe nuestros resultados experimentales,
indicando que a pesar de la alta afinidad de la SSB al ssDNA, debe existir algu´n mecanismo
de interaccio´n entre la SSB y la polimerasa para lograr la liberacio´n activa de la SSB de
mitocondria humana del sustrato. Con la intencio´n de averiguar que´ mecanismo gobierna estas
interacciones, hicimos los experimentos descritos en la seccio´n siguiente.
4.2.3. Las interacciones entre la polimerasa y la SSB son necesarias
para la disociacio´n activa de la SSB
Basa´ndonos en los resultados obtenidos en la seccio´n anterior, decidimos repetir los experi-
mentos de replicacio´n en presencia de la SSB de mitocondria humana mutante 2,3 (mtSSB2,3),
y de esta forma analizar el rol de las interacciones SSB-polimerasa en el proceso de liberacio´n
activa de la SSB del sustrato de ADN. La mtSSB2,3, carece de 9 residuos que corresponden
al lazo 2,3 del tetra´mero (S51-L58), y que se sabe que contribuyen a la estimulacio´n de la
actividad de la polγ pero su mutacio´n no afecta a la afinidad de la SSB por el ADN (Oliveira
y Kaguni 2011). Para comprobar que el tetra´mero mutante mantiene el mecanismo de unio´n al
ADN, obtuvimos las CFE del sustrato ADN-mtSSB2,3, resultando en una curva pra´cticamente
ide´ntica a la CFE obtenida en presencia mtSSBWT. Ambas curvas se pueden ver en la figura
4.6A, donde se puede comprobar que solapan para todo el rango de fuerzas estudiado.
Como se hizo con la mtSSBWT, estos experimentos se llevaron a cabo a fuerzas donde la
mtSSB2,3 permanece establemente unida (<8-10pN), pero en este caso la curva fuerza-VMax
(mostrada en la figura 4.10) varia con respecto al caso de la mtSSBWT: a fuerzas bajas (∼1pN)
la VMax tiene un valor similar a la obtenida para la mtSSBWT (VMax=23±2nt/s) pero segu´n
incrementa la tensio´n VMax cae un ∼30 % (ver figura 4.10). Estos resultados demuestran que
el lazo 2,3 es muy importante para el mecanismo de desplazamiento de la SSB del sustrato de
ADN.
Para averiguar si este efecto en VMax se debe a alguna particularidad del complejo mtSSB2,3-
ssDNA, o es espec´ıfico de la eliminacio´n del lazo2,3, decidimos llevar a cabo los mismos experi-
mentos pero en este caso con la SSB de E.Coli. Tal y como se comento´ en la introduccio´n, esta
SSB comparte homologia estructural, de secuencia y funcional con la SSB de la mitocondria
humana (Lohman y Ferrari 1994; Raghunathan y col. 2000; Bell, Liu y Kowalczykowski 2015;
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Suksombat y col. 2015): las dos prote´ınas se unen al ADN de cadena sencilla como tetra´meros,
con constantes de disociacio´n y unio´n al ADN similares, y adema´s responden de forma similar
a la tensio´n aplicada en el sustrato, tal y como se puede ver en la figura 4.6A. Sin embargo
la SSB de E.Coli (EcoSSB) no tiene unos residuos equivalentes al lazo 2,3 caracter´ıstico de la
SSB de mitocondria animal. En la figura 4.8 se muestran los resultados obtenidos con esta SSB,
y se puede ver que curiosamente tienen una curva de fuerza-VMax similar a la obtenida para
la mtSSB2,3: a bajas fuerzas (∼1pN) la velocidad ma´xima de replicacio´n son 21±2nt/s, pero
decrece ra´pidamente segu´n la fuerza aumenta hasta ∼8pN.
Como se puede suponer, este comportamiento caracter´ıstico de la mtSSB2,3 y EcoSSB indica
que cuando se introducen en el experimentos SSBs carentes del lazo 2,3, podr´ıa estar produ-
cie´ndose un cambio conformacional significativo que provoca la ca´ıda de VMax a fuerzas mayores
a ∼2pN, por lo que las SSB pasan a ser un obsta´culo para la capacidad de replicacio´n de la
polimerasaγ y no una ayuda. Esto indica que las interacciones espec´ıficas entre la mtSSBWT y
la polimerasaγ mediadas por el lazo2,3 son necesarias para amortiguar el efecto que la tensio´n
pueda ejercer sobre la velocidad de replicacio´n ma´xima. Es resumen, se puede concluir que
el lazo2,3 parece tener un rol fundamental en la liberacio´n activa de la SSB de mitocondria
humana del sustrato de ADN de cadena sencilla.
4.2.4. Obtencio´n de los cambios conformacionales y energ´ıas impli-
cadas en la liberacio´n activa de la SSB
Dados los resultados obtenidos en las secciones anteriores, en esta parte de la tesis se desa-
rrollo´ un modelo simple para explicar que´ posibles cambios conformaciones inducidos con fuerza
podr´ıan estar implicados en la interaccio´n polimerasa-SSB, as´ı como para cuantificar las po-
sibles energ´ıas de interaccio´n existentes entre ambas prote´ınas y co´mo las tensiones aplicadas
sobre el ADN modulan la cine´tica de interaccio´n polimerasa-SSB para los tres tipos de SSB
analizados.
Este modelo se basa en la ecuacio´n 4.4, que explica la curva de fuerza-velocidad para la
replicacio´n del ADN en presencia de la mtSSBWT, pero propone que la velocidad de replica-
cio´n de la polγ sobre el complejo ssDNA-SSB viene descrita por dos factores adicionales de
modulacio´n:
1) La probabilidad del complejo polimerasa-SSB de establecer interacciones funcionales
que favorezcan la liberacio´n de la SSB del ssDNA, PInt(f). Esta probabilidad se puede
escribir como:
PInt(f) =
e
−
∆GInt + f · d
kBT
1 + e
−
∆GInt + f · d
kBT
(4.5)
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Donde ∆GInt es la diferencia en energ´ıa libre entre el estado en el que las interacciones
funcionales polimerasa-SSB favorecen la liberacio´n de la SSB (es decir, ambas prote´ınas
presentan una interaccio´n activa) y el estado en el que las interacciones no se han esta-
blecido. Por lo tanto ∆GInt es la energ´ıa de interaccio´n entre ambas prote´ınas. d es la
distancia entre el estado en el que ambas prote´ınas interaccionan y el estado de transicio´n
al estado de no interaccio´n, por lo que puede interpretarse como la magnitud del cambio
conformacional inducido por la fuerza f que produce un decaimiento en la probabilidad
de interaccio´n entre la polimerasaγ y la SSB.
2) La barrera energe´tica necesaria para liberar n nucleotidos unidos a la SSB ma´s cercana
a una fuerza f, n∆GSSB(f). La presencia de esta barrera provocar´ıa un decaimiento en
la velocidad de replicacio´n al involucrar un trabajo meca´nico extra. ∆GSSB(f) se calculo´
experimentalmente de las CFE de los complejos ssDNA-SSB que muestran en la figura
4.6, y si tenemos en cuenta este trabajo extra, la ecuacio´n 4.4 se reescribe como:
VMax(f) = VMax,0 · e
−
δ · f · (xSSB(f)− xdsDNA(f))
kBT ·
PInt + (1− PInt) e−
n ·∆GSSB
kBT

(4.6)
Con ∆GSSB(f):
∆GSSB(f) =
∫ ∞
0
(xssDNA(f)− xSSB(f)) df
−
[∫ f
0
xssDNA(f) df −
∫ f
0
xSSB(f) df
] (4.7)
En esta ecuacio´n los valores de δ, kmax(0), xSSB, xssDNA, xdsDNA y ∆GSSB provienen de los
ajustes de la ecuacio´n 4.3 a las curvas de replicacio´n sobre cadena sencilla (figura 4.6) y de
las CFE obtenidas experimentalmente. Por lo tanto la ecuacio´n 4.6 requiere obtener los valores
de ∆GInt, n y d de los ajustes con el modelo a las curvas fuerza-VMax obtenidas para las tres
condiciones de SSB estudiadas: mtSSBWT, mtSSB2,3 y EcoSSB.
Estos ajustes dieron como resultado un cambio conformacional d∼2.7nm que es inducido por
fuerzas similares en los tres sistemas polimerasa-SSB estudiados. La u´nica diferencia observada
esta´ en el valor de la energ´ıa de interaccio´n de cada pareja polimerasa-SSB, ∆GInt. As´ı, si la
replicacio´n ocurre en presencia de la SSB de la mitocondria humana carente de los aminoa´cidos
del lazo 2,3, mtSSB2,3, la energ´ıa de interaccio´n sera´ de -2.3±0.8kBT, mientras que para la
EcoSSB es -1.0±0.4kBT. Estos valores de la energ´ıa de interaccio´n son relativamente bajos,
y combinados con un cambio conformacional razonablemente grande, ∼2.7nm, hacen que la
probabilidad de interaccio´n decrezca ra´pidamente por debajo de 1 en cuanto la tensio´n crece
por encima de ∼1pN. Como consecuencia de este feno´meno la interaccio´n entre ambas prote´ınas
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se debilita, provocando la aparicio´n de la barrera energe´tica impuesta por las SSB, n∆GSSB(f),
reduciendo as´ı VMax de forma concomitante. Por otra parte, los ajustes con la ecuacio´n 4.6 a
los datos de Fuerza-VMax obtenidos con la mtSSBWT dieron como resultado un ∆GInt=-12kBT.
En este caso la fuerza de la interaccio´n es lo suficientemente grande como para contrarrestar el
efecto del cambio conformacional inducido por la tensio´n, asegurando as´ı una probabilidad de
interaccio´n pro´xima a 1 (PInt∼1) durante un rango grande de fuerzas comprendido entre ∼1 y
∼10pN (ver figura 4.12 para ver en detalle la evolucio´n de la probabilidad de interaccio´n con
la fuerza para las prote´ınas utilizadas en los experimentos).
Figura 4.11: Obtencio´n del coste energe´tico de quitar un nu´cleotido unido a una SSB. A) La energ´ıa se calcula
como el a´rea encerrada entre las CFE del ssDNA y de la SSB. B) Energ´ıas calculadas para las tres SSB empleadas
en funcio´n de la fuerza. Figura obtenida de la referencia de Cerro´n y col. 2019.
Por otra parte, los valores de n obtenidos fueron n ∼2 y n ∼5 para la mtSSB y la EcoSSB,
respectivamente, mientras que los valores de ∆GSSB(0) obtenidos a f =0 de forma experimental
fueron ∼0.3kBT para la SSB de la mitocondria humana y ∼0.18kBT para la SSB de E.Coli.
Estos valores var´ıan en funcio´n de la fuerza a la que se sujeta el sustrato ADN-SSB, ya que
como se puede ver en la figura 4.12, dependiendo de la tensio´n que se ejerce sobre el sistema la
polγ tendra´ que llevar a cabo mayor o menor trabajo para retirar la SSB del ssADN.
4.2.5. Efecto de SSB homo´loga y no homo´loga en la actividad de la
polimerasa de T7
Uno de los objetivos de esta tesis es entender cual es el mecanismo de interaccio´n entre
las SSB y la polimerasa y analizar si este mecanismo es generalizable a otros tipos de sistemas
replicativos. Para ello decidimos medir el efecto que tiene la presencia de SSB homo´logas (gp2.5)
y no homo´logas(mtSSBWT y EcoSSB) sobre la VMax de la polimerasa del bacterio´fago T7
(T7DNAp) cuando se ejerce tensio´n sobre el sistema. Adema´s, tal y como se puede ver en la
figura 4.6, la CFE de la T7SSB presenta una forma distinta a las otras SSB, ya que al tratarse de
un d´ımero tiene diferencias considerables en la estructura y forma de unio´n al ADN (Hernandez
y Richardson 2018; Hollis y col. 2001).
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Figura 4.12: Evolucio´n de la probabilidad de interaccio´n de las tres prote´ınas con la tensio´n aplicada en el
sustrato. Figura modificada de Cerro´n y col. 2019.
El primer paso consistio´ en analizar la cine´tica de replicacio´n de la T7DNAp en las mismas
condiciones que en los experimentos de la polγ. Tal y como se ha demostrado en otros estudios
(Maier, Bensimon y Croquette 2000; Wuite y col. 2000; Hoekstra y col. 2011), la velocidad
de replicacio´n y la velocidad instanta´nea sin pausas (VMax) son dependendiente de la tensio´n
aplicada en el ADN.
Como en el caso de la polγ, entre 1 y 6pN VMedia aumenta con la fuerza, mientras que por
encima de 6pN la velocidad de replicacio´n desciende con la tensio´n (ver figura 4.13).
Figura 4.13: Resultados obtenidos para los experimentos de replicacio´n de la T7DNAp. A) Velocidad media. B)
Procesividad. Imagen originaria de Cerro´n y col. 2019.
Por otra parte, el ana´lisis de la velocidad instanta´nea de replicacio´n dio un resultado similar.
La fuerza produce un aumento en VMax hasta unos ∼6pN, y partir de este valor la tensio´n
tiene un efecto inhibitorio sobre la velocidad ma´xima de replicacio´n. Como se puede ver en
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la figura 4.14, y al igual que pasaba con la polγ, toda la curva de Fuerza-VMax se puede
explicar con el modelo propuesto en la seccio´n 4.2.1, ecuacio´n 4.3, que considera el efecto
combinado de la tensio´n y la estructura secundaria en la velocidad de replicacio´n, VMax. Los
ajustes que se muestran en la figura 4.14 dieron como resultado un kMax(0)=90±6nt/s y un
∆Geff =2.6±0.5kBT para δ=1.
Tambie´n analizamos actividades de replicacio´n de la T7DNAp sobre sustratos de ADN
cubiertos por la SSB gp2.5, la mtSSBWT y la EcoSSB en las mismas condiciones que los ex-
perimentos anteriores y en un rango de fuerzas comprendido entre ∼1 y ∼8pN. En la figura
4.14B se muestran los resultados de estos nuevos experimentos, donde se ve que en presencia
de su SSB homo´loga, la gp2.5, la T7DNAp replica con una VMax∼90nt/s a fuerzas por debajo
de ∼8pN. Esta velocidad coincide con la velocidad ma´xima de replicacio´n alcanzada por esta
enzima cuando no hay SSB presente en el ssDNA y las fuerzas aplicadas son lo suficientemente
altas como para deshacer la estructura secundaria (∼6pN). Adema´s estos datos se explican
bien con nuestro modelo propuesto en la ecuacio´n 4.6 cuando PInt ∼ 1, lo que significar´ıa que
ambas prote´ınas establecen interacciones funcionales entre ellas. Esto significar´ıa que el efecto
que la gp2.5 produce sobre la velocidad ma´xima de replicacio´n de la T7DNAp es similar al que
produce la mtSSBWT sobre la VMax de la polγ.
Figura 4.14: Ajuste de los modelos a los resultados experimentales. A) VMax en ausencia de SSB. B) Ajustes a
los datos en presencia de la mtSSBWT y EcoSSB. Figura modificada de la referencia de Cerro´n y col. 2019.
Sin embargo, cuando la replicacio´n se produce en presencia de prote´ınas no homo´logas
(mtSSBWT y EcoSSB), la T7DNAp no es capaz de alcanzar su velocidad ma´xima de replicacio´n,
sino que la VMax coincide con la medida en ausencia de SSB (∼45nt/s). Este comportamiento se
puede explicar con el modelo de la ecuacio´n 4.6 asumiendo una probabilidad de interaccio´n igual
a cero (PInt=0). Es decir, en presencia de SSB no homo´logas deshacer la estructura secundaria
no estimula la T7DNAp, sino que adema´s estas prote´ınas realentizan la polimerasa ya que tiene
que llevar a cabo un trabajo extra para superar la barrera energe´tica impuesta por n∆GSSB(f).
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Para estos experimentos n vuelve a tener valores similares a los obtenidos para la polγ, ya que
n∼3 y n∼5 son los valores que explican nuestros resultados experimentales. Estos resultados
implican que la ausencia de interacciones funcionales relevantes para el desplazamiento de la
SSB hace que estas dos prote´ınas tetrame´ricas sean una barrera para el avance de la T7DNAp.
Esto significa que la estimulacio´n que estas dos prote´ınas ejercen sobre la T7DNAp observada
en algunos estudios in vitro (Myers y Romano 1988; Nakai y Richardson 1988) debe deberse a
otros factores distintos a la estimulacio´n de la velocidad ma´xima de replicacio´n.
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5.1. Unio´n de la SSB al sustrato
Para entender el sistema de replicacio´n del ADN mitocondrial humano, es necesario com-
prender el funcionamiento de las prote´ınas implicadas en el proceso, por ello durante el desarro-
llo de esta tesis, se utilizaron modelos teo´ricos y datos experimentales obtenidos con las pinzas
o´pticas para obtener los distintos modos de unio´n de la SSB al sustrato de cadena sencilla de
ADN1. Estos experimentos permitieron averiguar co´mo se une la SSB de mitocondria humana
a un sustrato de ADN de cadena desnuda formado antes de la unio´n, y generado de forma
paralela a la unio´n del tetra´mero, as´ı como obtener las energ´ıas implicadas en el proceso y la
respuesta del complejo SSB-ssDNA a tensiones externas (Mor´ın y col. 2017). Nuestros datos
demuestran que la SSB de la mitocondria humana se une al sustrato en dos modos de unio´n
estad´ısticamente diferentes: uno alto (∼60nt) y otro bajo(∼30nt), y adema´s, estos resultados se
repiten para todos los valores de Lends estudiados (5nm≤Lends≤8nm). En promedio el modo bajo
une un ∼30 % menos nucleo´tidos por tetra´mero que el modo alto para todas las condiciones
experimentales estudiadas (Mor´ın y col. 2017).
Adema´s, los modos de unio´n descubiertos se unen de formas similares a los descubiertos para
la SSB de E.Coli, ya que el modo bajo para ambas enzimas prevalece a concentraciones bajas
de sal (10mM NaCl) y alta concentracio´n de prote´ına, tal y como se describio´ para el modo 35
de la SSB de E.Coli (Lohman y Ferrari 1994; Shereda y col. 2008). Adema´s, para Lends=5nm
los valores obtenidos para los modos de unio´n de la SSB de mitocondria humana (∼31 y ∼53
nt/tetramero) son ana´logos a los encontrados para la EcoSSB (35 y 56 nt/tetra´mero). Tambie´n
es importante sen˜alar que uno de los efectos de la tensio´n es desplazar el ADN a los extremos
del tetra´mero (Suksombat y col. 2015; Maffeo y Aksimentiev 2017) por lo que cabr´ıa esperar
que el nu´mero de nucleo´tidos unidos por cada tetra´mero sea ligeramente mayor al obtenido en
nuestro sistema experimental.
Por otra parte, otro de los resultados obtenidos indica que cuando la unio´n al ADN se
realiza en el modo bajo de unio´n, se cubre un ∼90 % del sustrato, mientras que en el modo
alto la cobertura es aproximadamente un 20 % menor. Este comportamiento se ha podido ver
anteriormente en experimentos de Microscopia de Electro´nica de Transmisio´n o Microscopia
de Fuerzas Ato´micas, donde los complejos SSB-ADN muestran un comportamiento similar
para la EcoSSB (Griffith, Harris y Register 1984; Chrysogelos y Griffith 1982; Hamon y col.
2007): el modo 35 produce unos complejos prote´ına-ADN con un contorno suave cubriendo
de forma homoge´nea todo el sustrato, mientras que en el modo 65 la SSB aparece distribuida
por el sustrato en grupos, dejando huecos de la mole´cula de ADN de cadena sencilla libres de
tetra´mero.
Adema´s, durante el desarrollo de la tesis se ha descubierto que si la unio´n de la SSB y la
apertura de la cadena doble por la polφ29 ocurren al mismo tiempo (por lo tanto la cadena
sencilla se genera de forma progresiva) y en condiciones io´nicas similares a las fisiolo´gicas (esto
1Como se ha comentado, esta parte de la tesis supuso la continuacio´n al proyecto iniciado por Jose´ Antonio
Mor´ın (Mor´ın y col. 2017).
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es, en presencia de MgCl2), el modo de unio´n predominante es el modo bajo. Esto puede deberse
a que la generacio´n gradual de ADN limita la cantidad de sustrato disponible para la unio´n
de SSB, lo que produce un incremento de la concentracio´n efectiva de SSB por fragmento
de ADN disponible, favoreciendo as´ı la unio´n en el modo bajo. Sin embargo, los resultados
obtenidos demuestran que si la unio´n se produce a un ADN de cadena sencilla ya preformado,
por debajo de 50nM predominar´ıa el modo alto de unio´n y dado que la concentracio´n de SSB
en la ce´lula oscila entre 19nM y 762µm in vivo dependiendo del tipo celular y condiciones
fisiolo´gicas (Fuste´ y col. 2014; Takamatsu y col. 2002; Wang y Bogenhagen 2006), este modo
podr´ıa llegar a darse in vivo. Sin embargo, dado que la replicacio´n del ADN mitocondrial ocurre
a unos ∼10nt/s (Clayton 1982) que es una velocidad comparable a la que se da en nuestros
experimentos (∼30nt/s), podr´ıamos esperar que el modo ma´s relevante en la ce´lula sea el modo
bajo de unio´n, ya que nuestros experimentos reproducen las condiciones que se esperar´ıan in
vivo.
Estos resultados sugieren que la SSB se une al ADN de una forma espec´ıfica con la funcio´n
de organizar la cadena y generar un sustrato adecuado para la replicacio´n. Adema´s, su baja
energ´ıa de unio´n al ADN por nucleo´tido podr´ıa favorecer la liberacio´n progresiva de la SSB por
parte de la polimerasa, tal y como se ha visto en la seccio´n de resultados y como se discutira´
en la siguiente seccio´n.
5.2. El rol de la SSB en la replicacio´n sobre cadena sen-
cilla
Los resultados anteriores demuestran que el modo de unio´n es clave para favorecer la organi-
zacio´n del ADN. Las SSB proporcionan un sustrato adecuado para que las polimerasas puedan
procesar los fragmentos de cadena sencilla de ADN que se generan durante la replicacio´n (como
los fragmentos de Okazaki), pero hasta la fecha el mecanismo por el cual las polimerasas son
capaces de liberar las SSB a pesar de su alta capacidad de unio´n al ADN permanece desconoci-
do. De hecho, debido a su afinidad por el ADN, la densidad de SSB que permanecen unidas al
ADN restringe su capacidad de difusio´n a lo largo del sustrato. De hecho en los intermediarios
generados en la replicacio´n no hay extremos libres de cadena doble, por lo que las SSB no
pueden expulsarse a trave´s de un final de ADN de cadena sencilla tal y como se ha propuesto
en estudios anteriores (Sokoloski y col. 2016). Debido a esto deber´ıa existir algu´n mecanismo
de liberacio´n activa de forma que la SSB pueda ser disociada por las polimerasas a lo largo de
todo el sustrato.
Para tratar de entender dicho procedimiento, hemos medido el efecto que tiene la tensio´n
meca´nica y la SSB en la VMax de dos polimerasas distintas, la polγ y la T7DNAp.
Primero analizamos las CFE presentadas en la figura 4.6 en la que se muestran en unidades
de extensio´n por nucleo´tido frente a la tensio´n. En estas condiciones las SSB tetrame´ricas se
unen en el modo bajo de unio´n (en torno a ∼30nt), que es el modo que se ha propuesto como
67
CAPI´TULO 5. DISCUSIO´N
el biolo´gicamente relevante en esta tesis (publicado en Mor´ın y col. (2017)). Despue´s hemos
mostrado los resultados de la dependencia de la velocidad ma´xima de replicacio´n de la polγ y
la T7DNAp con la tensio´n aplicada en el sustrato. Estos resultados demuestran que el efecto
de la tensio´n sobre VMax se puede explicar con un modelo en el que la velocidad instanta´nea de
replicacio´n esta´ modulada por el trabajo meca´nico de convertir un nucleo´tido de cadena sencilla
a uno de cadena doble ma´s el coste energe´tico de deshacer la estructura secundaria caracter´ıstica
del ADN de cadena sencilla a fuerzas bajas, cuya expresio´n matema´tica viene descrita por la
ecuacio´n 4.3 de la seccio´n 4.2.1. VMax aumenta con la fuerza hasta ∼6pN, donde se encuentra el
pico de velocidad y donde la tensio´n aplicada desestabiliza todas las posibles configuraciones que
caracterizan la fase condensada del ADN de cadena sencilla, en favor a un sustrato estirado. Por
encima de ∼6pN, cuando ya no hay estructura secundaria, la velocidad de replicacio´n disminuye
con la fuerza debida a que el trabajo de convertir un nucleo´tido de cadena sencilla a uno de
cadena doble es cada vez mayor al hacerse en contra de la tensio´n (ya que el dsDNA es ma´s
corto que el ssDNA, lo que implica que la enzima debe ejercer una fuerza extra para acortar
la cadena y acomodar el nucleo´tido en el nu´cleo catal´ıtico). Los resultados del ajuste indican
que la barrera energe´tica para el avance de las enzimas es distinta en ambas polimerasas, ya
que ∆Geff=2.6kBT y ∆Geff=1.4kBT para la T7DNAp y la polγ, respectivamente; esto sugiere
que la polγ es capaz de lidiar mejor con la entrop´ıa caracter´ıstica del ADN de cadena sencilla
a fuerzas bajas. En otros estudios se han propuesto modelos similares para explicar la curva
Fuerza-VMax (Wuite y col. 2000; Maier, Bensimon y Croquette 2000; Manosas y col. 2012;
Goel, Astumian y Herschbach 2003; Andricioaei y col. 2004; Nong, DeVience y Herschbach
2012) basados en suposiciones con respecto al paso limitante en el ciclo de incorporacio´n del
nucleo´tido o a la organizacio´n del ADN por parte de la polimerasa para lograr insertar el
nucleo´tido en su posicio´n; sin embargo, nuestro modelo se basa en medidas experimentales por
lo que no requiere suposiciones adicionales, y adema´s ajusta a todo el rango de fuerzas de la
curva con un taman˜o de paso cine´tido δ=1, que es lo esperable para dicho para´metro como se
ha demostrado en estudios anteriores (Berman y col. 2007; Li, Korolev y Waksman 1998; Mor´ın
y col. 2015; Pandey y Patel 2014).
Por otra parte, para el caso de la polγ no fuimos capaces de detectar actividad exonucleasa a
fuerzas inferiores a ∼60pN, mientras que para la T7DNAp detectamos actividades de correccio´n
de errores a fuerzas mayores que ∼30pN con velocidades de ∼200nt/s (en la figura ?? se pueden
ver algunos ejemplos de trazas t´ıpicas). Estos datos son coherentes con estudios anteriores
(Wuite y col. 2000; Hoekstra y col. 2011) donde se ha observado que la velocidad de reparacio´n
de errores de la polγ es unas 100 veces ma´s lenta que la velocidad de la T7DNAp (Johnson
y Johnson 2001a), lo que podr´ıa estar evitando la deteccio´n de dichas actividades en nuestras
pinzas o´pticas, ya que ocurren a una velocidad comparable a las fluctuaciones te´rmicas del
sistema. Adema´s, la polγ tiene una probabilidad muy pequen˜a de introducir un nucleo´tido
incorrecto ( %, segu´n Johnson y Johnson (2001a) y Lee y Johnson (2006) y Johnson y Johnson
(2001b)), lo que implicar´ıa que comete un error cada ∼2.10-6 nucleo´tidos incorporados. Esto
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significa que los eventos de correccio´n de errores estar´ıan detectados como eventos de pausa, lo
que hace que puedan no ser detectables individualmente en nuestras condiciones experimentales.
Figura 5.1: Actividad exonucleasa de la T7DNAp
(∼200nt/s).
Como se ha podido ver en las figuras 4.10
y 4.14 la presencia de las SSB homo´logas tiene
un efecto importante en la VMax de ambas po-
limerasas y co´mo var´ıa con la tensio´n aplicada
en el sustrato. En el rango de fuerzas en el que
ambos tetra´meros permanecen unidos al ADN
(¡∼8pN) ambas enzimas se mueven a su velo-
cidad ma´xima y pra´cticamente independiente
de la tensio´n. Sin embargo, la presencia de
SSB no homo´logas o mutantes hace que apa-
rezca una barrera energe´tica (n · ∆GSSB(f))
que disminuye la velocidad ma´xima en am-
bas polimerasas a fuerzas superiores a ∼1pN.
Esta barrera energe´tica implica que tanto la
polγ como la T7DNAp tienen que liberar en-
tre n∼2-3 y 5 nt de la mtSSB y la EcoSSB,
respectivamente, para poder llevar a cabo el ciclo de incorporacio´n del nucleo´tido. Sin embargo
la magnitud de la barrera energe´tica que tienen que sobrepasar es muy similar (∼1kBT ) ya que
el coste energe´tico de liberar un nucleo´tido de la mtSSB es unos ∼0.3kBT, mientras que para
la EcoSSB es de unos ∼0.18kBT.
Segu´n nuestro modelo, para superar esta barrera energe´tica debe existir una interaccio´n
funcional entre ambas prote´ınas (SSB y polimerasa) de forma que el coste energe´tico de liberar
los nucleo´tidos de la SSB no produzca una reduccio´n de la velocidad instanta´nea de replicacio´n.
El modelo explica la interaccio´n entre ambas prote´ınas con el para´metro PInt(f), descrito en
la ecuacio´n 4.5, en el que la existencia o no de dichas interacciones funcionales depende de la
energ´ıa de interaccio´n entre ambas prote´ınas (∆GInt) y el cambio conformacional que produce
la fuerza en el complejo SSB-polimerasa, d. Este cambio conformacional explica la ca´ıda de
VMax con la tensio´n en los casos en los que la polγ replica el ADN en presencia de la mtSSB2,3
y la EcoSSB. Adema´s, dicha ca´ıda se puede explicar con un cambio conformacional de ∼2.7nm,
tanto para en la curva de Fuerza-VMax de la mtSSB2,3, como en el caso de la EcoSSB. El hecho
de que la tensio´n genere un cambio conformacional de la misma magnitud en ambos sistemas
(polγ-mtSSB2,3 y polγ-EcoSSB) refleja la similitud existente en las propiedades de unio´n al
ADN de ambas prote´ınas tetrame´ricas y adema´s demuestra que dicho cambio conformacional
afecta principalmente al complejo SSB-polimerasa, ya que en caso contrario habr´ıa aparecido
un efecto medible en los experimentos de replicacio´n en ausencia de SSB. De hecho en algunos
estudios como los de Suksombat y col. (2015) o Maffeo y Aksimentiev (2017) se demuestra,
mediante el uso de PO y dina´mica molecular, que estirar un complejo ssDNA-SSB por debajo
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de ∼8pN alinea la SSB en la direccio´n de la tensio´n a la vez que se produce la liberacio´n de
algunos nucleo´tidos de los extremos de la SSB. Estos cambios en distancia observados debido
al alineamiento y liberacio´n de los nucleo´tidos son de una distancia similar al cambio confor-
macional obtenido en este estudio, por lo que podr´ıan ser los causantes de la pe´rdida de la
interaccio´n entre la polimerasa y la SSB. Si consideramos la liberacio´n de unos ∼3nt de cada
extremo de la SSB [(3nt*0.34nm/nt)*2≈2nm], y la orientacio´n del eje ma´s largo de la SSB en la
direccio´n de la fuerza, podr´ıa dar lugar a un cambio en distancia de unos ∼3nm, que es similar
al cambio conformacional observado en este trabajo. Es importante destacar que el valor de d
obtenido no significa que haya una separacio´n f´ısica entre ambas prote´ınas de ∼2.7nm, sino que
el cambio conformacional implica una reorganizacio´n del complejo SSB-polimerasa que produce
la disminucio´n en la velocidad instanta´nea de replicacio´n, debido a la aparicio´n de una barrera
energe´tica extra para la polγ. Tambie´n conviene destacar que el cambio conformacional indu-
cido por la tensio´n no provoca la aparicio´n directa de una barrera energe´tica para la polγ, sino
que afecta a la probabilidad que tienen ambas prote´ınas de establecer interacciones funcionales,
relevantes para permitir la liberacio´n activa de las SSB por parte de la polimerasa en el proceso
de replicacio´n.
Sin embargo el para´metro que genera las diferencias entre las curvas de Fuerza-VMax co-
rrespondiente a cada SSB estudiada es la energ´ıa de interaccio´n, ∆GInt. Cuando la replicacio´n
ocurre en presencia de la mtSSBWT, y el sistema polimerasa-SSB forma un sistema homo´logo,
la energ´ıa de interaccio´n entre ambas prote´ınas asciende a ∼12kBT, lo que asegura una pro-
babilidad de interaccio´n alta (PInt ∼1, ver figura 4.12) para todo el rango de fuerzas en las
que la SSB permanece establemente unida (< 10pN). Esto significa que el estado ma´s probable
que se puede encontrar en el complejo mtSSBWT-polγ es un estado en el que ambas prote´ınas
interaccionan de forma funcional, y la polimerasa es capaz de conseguir una liberacio´n activa de
la SSB. En el diagrama de la figura 5.2 se explica gra´ficamente co´mo afecta la fuerza al balance
energe´tico entre los estados de interaccio´n (indicado como A en la imagen) y no-interaccio´n
(indicado como B en la imagen) del complejo SSB-polimerasa, as´ı como cual es el estado ma´s
probable que cabr´ıa esperar tras aplicar tensio´n en el sistema. El diagrama representa tres de
los casos estudiados en esta tesis: mtSSBWT-polγ (con un salto energe´tico entre los estados A
y B agrande), mtSSB2,3-polγ (un salto energe´tico pequen˜o), mtSSBWT-T7DNAp (no hay salto
energe´tico como tal, sino que dicho sistema favorece la no interaccio´n).
Para comprobar si esta teor´ıa se puede extrapolar a otros sistemas biolo´gicos, repetimos
los experimentos conla T7DNAp y la gp2.5 (la SSB de la T7DNAp), dando como resultado un
PInt∼1 para el rango de fuerzas estudiado. Aparte de demostrar que el complejo polimerasa-SSB
debe pertenecer al mismo sistema biolo´gico para lograr una liberacio´n activa de la SSB, estos
resultados indican que debe existir una energ´ıa de interaccio´n amplia entre ambas prote´ınas
que permite a la T7DNAp replicar a su velocidad ma´xima a lo largo de un ADN de cadena
sencilla cubierto por la SSB de la T7 (gp2.5).
Sin embargo, si se estudian sistemas no homolo´gos la tensio´n modula de distinta forma
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Figura 5.2: Interpretacio´n del modelo. Izquierda: diagramas energe´ticos que conectan el estado de interaccio´n
(A) y el estado de no-interaccio´n (B) del complejo polimerasa-SSB con la coordenada de la reaccio´n, en este
caso el cambio conformacional inducido por la tensio´n, d. Las l´ıneas so´lida y punteada representan los diagramas
energe´ticos antes y despue´s de aplicar la fuerza, respectivamente. Derecha: representacio´n gra´fica del estado de
organizacio´n ma´s probable del complejo SSB-polimerasa. Los distintos colores representan las combinaciones
SSB-polimerasa empleadas: mtSSBWT-polγ en rojo (arriba), mtSSB2,3-polγ en verde (centro) y representando
mtSSBWT-T7DNAp en rosa (abajo). Los puntos amarillos representan el lazo2,3 de la mtSSB. La magnitud
de Pint(f) se representa gra´ficamente con el taman˜o del c´ırculo verde. Esta imagen se puede encontrar en la
referencia de Cerro´n y col. 2019.
la VMax. En estas condiciones la probabilidad de interaccio´n es significativa a bajas fuerzas,
pero los valores de ∆GInt son de 6 a 12 veces ma´s bajos (∼-2kBT para la mtSSB2,3 y ∼-1
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para la EcoSSB). Por esto el cambio conformacional hace que PInt decrezca ra´pidamente con
la fuerza, al ser la probabilidad de interaccio´n ma´s sensible a factores externos como la tensio´n
aplicada sobre el ADN. Este decrecimiento provoca que la velocidad instanta´nea de replicacio´n
disminuya debido a la aparicio´n de la barrera energe´tica impuesta por la presencia de la SSB,
n ·∆GSSB(f).
Por otra parte, si se analiza la T7DNAp con SSB completamente distintas a su SSB homo´lo-
ga, como son la mtSSBWT o la EcoSSB, las energ´ıas de interaccio´n esta´n completamente desfa-
vorecidas, lo que implica que la probabilidad de interaccio´n es pra´cticamente nula para todas
las fuerzas (PInt ∼0). Este hecho significa que una SSB tetrame´rica constituye una barrera al
avance de la T7DNAp, disminuyendo su VMax incluso a las fuerzas ma´s bajas (ver la figura
4.14, aunque organice el ADN mientras deshace la estructura secundaria.
En base a estos resultados podemos afirmar que la SSB estimula la velocidad ma´xima de la
polimerasa mientras replica la cadena retrasa de forma indirecta: mediante la eliminacio´n de la
estructura secundaria del ADN de cadena sencilla. Sin embargo, para que este proceso ocurra
debe existir una energ´ıa de interaccio´n entre ambas prote´ınas que permita a la polimerasa liberar
de forma activa la SSB del sustrato de ADN. No obstante nuestros experimentos no revelan
la naturaleza de las interacciones entre estas prote´ınas, y aunque en estudios anteriores se ha
reportado que la mtSSB es capaz de interaccionar con prote´ınas involucradas en la reparacio´n
y replicacio´n celular (Wong y col. 2008; Sharma y col. 2018), no hay evidencia de la existencia
de interacciones f´ısicas entre la polγ y la mtSSB. Por otra parte, es sabido que la T7DNAp es
capaz de tener una interaccio´n f´ısica con el C-terminal de la gp2.5 (homo´loga) y la EcoSSB (no
homologa) (Hernandez y Richardson 2018; Ghosh, Hamdan y Richardson 2010), pero nuestros
resultados afirman que esta interaccio´n es insuficiente para producir un desplazamiento activo de
la EcoSSB, ya que en presencia del tetra´mero la polimerasa es incapaz de alcanzar su velocidad
ma´xima. Esto quiere decir que debe existir algu´n tipo de interaccio´n extra (no puramente f´ısica)
que regule la comunicacio´n entre parejas polimerasa-SSB homo´logas, y que adema´s es necesaria
para llevar a cabo la replicacio´n de la cadena retrasada.
Con estos resultados, y teniendo en cuenta estudios como el de Ghosh, Hamdan y Richard-
son (2010), nosotros proponemos un mecanismo de interaccio´n en el que la liberacio´n activa de
la SSB se produce gracias a repulsiones electrosta´ticas. Para el caso concreto del sistema mito-
condrial humano, esta repulsio´n puede venir del lazo 2,3 que esta´ localizado en la superficie de
cada uno de los mono´meros que componen el tetra´mero (en concreto de unos res´ıduos cargados
negativamente: S51, S54, Y57, D53, 55E y Q58), y de la subunidad catal´ıtica de la polγ cuyo
punto isoele´ctrico a pH 8.5 es 6.15, lo que podr´ıa estar generando una repulsio´n electrosta´tica
mutua. Adema´s, cabe la posibilidad de que otros res´ıduos este´n jugando un papel menor en la
interaccio´n, ya que a fuerzas bajas (∼1pN) la polγ conserva la habilidad de desplazar activa-
mente el tetra´mero en aquellos casos en los que se usaron tanto la mtSSB2,3 como la EcoSSB.
Sin embargo, estos res´ıduos no garantizar´ıan una interaccio´n lo suficientemente robusta como
para lograr superar la barrera energe´tica de liberar la SSB bajo condiciones de estre´s, donde la
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probabilidad de interaccio´n disminuye ra´pidamente.
Basa´ndonos en estos resultados y de las similitudes encontradas entre los sistemas del bac-
terio´fago T7 y la polγ, podr´ıamos especular que otros sistemas eucariotas y procariotas podr´ıan
estar utilizando mecanismos de interaccio´n similares para lograr el desplazamiento activo de la
SSB por parte de las polimerasas durante el proceso de replicacio´n de la cadena retrasada.
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1) Hemos empleado el sistema de las pinzas o´pticas para determinar las propiedades
ela´sticas de pol´ımeros de cadena sencilla de ADN organizados por las SSB de mitocondria
humana. Estas propiedades nos han permitido obtener dos modos predominantes de unio´n
de la mtSSB al ADN de cadena sencilla: el modo alto, que une entre 50 y 80 nucleo´tidos,
y el modo bajo, que organiza un ∼30 % menos que el modo alto.
2) Hemos determinado el modo de unio´n de la SSB de mitocondria humana relevante
durante el proceso de replicacio´n in vitro. Este modo ha resultado ser el modo bajo de
unio´n, que organiza ∼30-50 nucleo´tidos en nuestras condiciones experimentales.
3) Hemos recreado la replicacio´n de la cadena retrasada del sistema mitocondrial humano
en experimentos in vitro, lo que nos ha permitido explorar la cine´tica instanta´nea de
replicacio´n de la polimerasaγ. Hemos modificado un modelo f´ısico-matema´tico ya existente
y le hemos an˜adido la contribucio´n de la estructura secundaria del ADN para explicar
la curva de fuerza-velocidad de la polimerasaγ cuando replica un ADN desnudo. Este
mismo modelo ha podido explicar la curva para otro sistema como es el de la polimerasa
del bacterio´fago T7. En ambos casos se ha conseguido explicar dicha curva considerando
un nu´mero de nucleo´tidos incorporados por cada ciclo de reaccio´n igual a 1, algo hasta
ahora ine´dito.
4) Nuestros resultados indican que la presencia de la SSB de mitocondria humana en la
cadena retrasada permite a la polimerasaγ alcanzar su velocidad de replicacio´n ma´xima,
ya que no tiene que invertir energ´ıa en deshacer la estructura secundaria. Adema´s, hemos
podido comprobar que este comportamiento se repite para otros sistemas SSB-polimerasa
como es el caso de la polimerasa de bacterio´fago T7, donde se repite el mismo efecto pese
a tener una SSB estructuralmente distinta.
5) Hemos demostrado que si bien la mtSSB deshace la estructura secundaria del ADN,
se requiere una energ´ıa de interaccio´n de unos ∼12kBT entre e´sta y la polimerasaγ para
poder llevar a cabo la liberacio´n activa de la mtSSB. Si dicha interaccio´n no existe,
la mtSSB pasa de ser una ayuda, a ser un impedimento, ya que liberar la mtSSB se
convierte en un trabajo energe´tico extra que la polimerasa debe llevar a cabo en cada
ciclo de incorporacio´n de un nucleo´tido.
6) La interaccio´n entre la polimerasa y la SSB que permite la liberacio´n activa de la SSB es
es espec´ıfica de cada sistema polimerasa-SSB, ya que si se trata de sistemas no-homo´logos
la SSB es un impedimento para la replicacio´n al no existir una interaccio´n entre ambas
enzimas.
7) Esta tesis sienta las bases para futuros proyectos como son el estudio de la replicacio´n
de la cadena l´ıder del sistema mitocondrial humano, en la que adema´s de la polimerasa y
la SSB, interviene tambie´n la helicasa. Adema´s hemos aportado herramientas u´tiles en el
76
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campo como son un nuevo algoritmo para obtener la velocidad ma´xima de replicacio´n, que
ha resultado ser muy u´til para este tipo de experimentos en los que el ruido experimental
puede dificultar el ca´lculo de VMax.
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A.1. Dependencia de la estructura secundaria del ADN
de cadena sencilla con la fuerza
Figura A.1: Dependencia de la proporcio´n de nucleo´tidos desapareados con la fuerza.
En la figura A.1 se muestra co´mo depende la fraccio´n de nucleo´tidos que no forman estruc-
tura secundaria con la fuerza. φ(f) representa la proporcio´n de nucleo´tidos desapareados, y fue
calculado con la fo´rmula utilizada en la referencia de Bosco, Camunas-Soler y Ritort (2014).
Se utilizo´ el modelo WLC para estimar la longitud de contorno efectiva, Leffc , como funcio´n
de la tensio´n. Primero se hizo un ajuste del modelo WLC a la curva experimental de Fuerza-
Extensio´n del ADN de cadena sencilla en el rango de fuerzas entre 10 y 30 pN, donde no se
espera que haya estructura secundaria, y por lo tanto todos los nucleo´tidos este´n desapareados
(esto es, φ(f)=1). En los ajustes a esa regio´n se obtuvieron los valores de la longitud de persis-
tencia y longitud de contorno sin estructura secundaria, L10−30c y L
10−30
c respectivamente. As´ı,
manteniendo el valor de la longitud de persistencia y dejando el valor de Lc como variable fija,
se determino´ el valor de la longitud de contorno para cada fuerza, Leffc (f), mediante los ajustes
del modelo WLC a la CFE experimental para cadena sencilla. Finalmente, para cada valor de
f, la proporcio´n de nucleo´tidos desapareados viene dada por:
φ(f) =
Leffc (f)
L10−30c
(A.1)
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A.2. Validacio´n del me´todo de obtencio´n de VMax.
Descripcio´n del me´todo.
Hasta ahora, los me´todos tradicionales de identificacio´n de la velocidad en ausencia de pausas
(VMax) se han basado en el estudio de los histogramas de velocidad obtenidos en las actividades
de replicacio´n, es decir, en obtener la distribucio´n de probabilidades de velocidad de dichas
actividades. Estos histogramas suelen mostrar una distribucio´n bimodal de velocidades en la
que una gaussiana corresponde al estado de movimiento (centrado en un valor mayor que cero)
y otra al estado de pausa (centrada en cero). No obstante, este me´todo de las distribuciones es
u´til para identificar VMax cuando los estados de pausa y velocidad son suficientemente distintos,
o lo que es lo mismo, esta´n caracterizados por velocidades altas de replicacio´n y pausas bien
definidas, como es el caso de los resultados obtenidos en las referencias Ibarra y col. (2009),
Manosas y col. (2012) y Mor´ın y col. (2012). En la figura A.2A se muestran ejemplos de
actividades de replicacio´n de φ29 que tienen lugar a una velocidad media de ∼50nt/s, as´ı como
de la distribucio´n de probabilidad obtenidas con el me´todo de las distribuciones (A.2A, panel
central) en la que se ven claramente dos ma´ximos centrados en velocidad 0 (correspondiente al
estado de pausa) y otra en una velocidad en torno a ∼80nt/s, que se corresponde con el estado
de movimiento. Sin embargo, si el mismo me´todo se aplica a polimerasas ma´s lentas como es
el caso de la polγ estudiada en esta tesis, cuya velocidad de replicacio´n es unas 10 veces menor
a la de la φ29, las fluctuaciones te´rmicas dificultan la identificacio´n de las dos gaussianas, tal y
como se puede ver en el panel derecho de la figura A.2A. Este hecho nos obligo´ a desarrollar un
nuevo me´todo de identificacio´n de la velocidad ma´xima de replicacio´n para aquellos casos de
polimerasas lentas como la polγ. Este me´todo se basa en el ca´lculo de la velocidad instanta´nea
de replicacio´n VMax haciendo un ajuste lineal al nu´mero de nucleo´tidos replicados por unidad de
tiempo pero con un taman˜o variable de ventana temporal (τ) sobre la que hacer el ajuste. En
la figura A.2B (panel izquierdo) se muestra un ejemplo del ca´lculo de la velocidad instanta´nea
de replicacio´n de una actividad de polγ con un taman˜o de ventana de 1 segundo. En esta
gra´fica se puede comprobar que en una actividad de replicacio´n esta´ndar habra´ regiones donde
la enzima este´ pausada, y por lo tanto la velocidad instanta´nea oscila en torno a 0nt/s, y
regiones donde estara´ en un estado de movimiento, y la velocidad instanta´nea sera´ mayor que
0nt/s. As´ı, por cada actividad, y para asegurarnos de no tomar las fluctuaciones te´rmicas como
estados de movimiento de la enzima, para cada τ se hace una seleccio´n de aquellos ma´ximos que
sobresaliesen por encima del resto un valor determinado, P. Es decir, el valor de P representa
la prominencia del pico por encima del resto, y como se vera´ a continuacio´n, puede utilizarse
para calcular VMax. En la figura A.2B, panel izquierdo, se muestra un ejemplo de la seleccio´n
para un P=9nt/s (puntos azules claro). Una vez seleccionados estos valores se promedian y se
almacenan en una nueva variable, VMedia,Pico(τ). Si dibujamos los valores de VMedia,Pico(τ) para
distintos valores de P se puede ver que valores comprendidos entre 6 y 10nt/s presentan tres
regiones diferentes (figura A.2B panel derecho):
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1) Si τ es menor que 0.5-1s, VMedia,Pico(τ) tiene una fuerte dependencia con el taman˜o de
ventana utilizado para el ca´lculo, ya que a esas escalas temporales, los cambios en distancia
se corresponden con los que provocan las fluctuaciones te´rmicas, y por lo tanto las velocidades
a las que ocurren son muy elevadas. Esto quiere decir que para estos rangos de τ estamos
obteniendo la velocidad instanta´nea de las fluctuaciones te´rmicas y el ruido experimental. Si
aumenta el valor de τ , el ruido te´rmico se promedia, dando lugar a la siguiente regio´n.
2) En taman˜os de ventana intermedios (1-5s) el valor de VMedia,Pico(τ) es independiente del
τ empleado (ve´ase la figura A.2B, el panel derecho). En esta regio´n el valor de VMedia,Pico(τ)
no contiene ni las fluctuaciones te´rmicas, ni tampoco se promedian las pausas como ocurre con
taman˜os de ventana ma´s grandes (ver el punto 3)). Esto implica que el valor de VMedia,Pico(τ)
en esta regio´n es una aproximacio´n acertada del valor de VMax. Adema´s esta regio´n esta´ en
general bien definida para todas las trazas experimentales.
3) Para valores del taman˜o de ventana mayores que∼5 segundos, inevitablemente se incluyen
las pausas en los ajustes lineales al nu´mero de nucleo´tidos replicados en funcio´n del tiempo, por
lo que VMedia,Pico(τ) tiende al valor de la velocidad de replicacio´n media, tal y como se muestra
en la figura A.2B, en el panel derecho.
Teniendo esto en cuenta, un valor de P variable entre 6 y 10 nt/s fue el valor necesario para
identificar VMax en nuestros caso, variando en funcio´n de las condiciones experimentales de cada
actividad en particular. No obstante, para el ∼80 % de nuestros datos un valor de P=9nt/s fue
el adecuado para determinar VMax. Si P<6nt/s estaremos incluyendo ruido experimental en el
ca´lculo, lo que hara´ dif´ıcil diferenciar las fluctuaciones en la velocidad, y por lo tanto se obtendra´
un valor de VMax menor del real. Por otra parte, valor de P mayores que 10nt/s estara´n aislando
so´lo los evento de replicacio´n ma´s ra´pidos, por lo que en cuanto el valor de τ incremente y se
comience a promediar los eventos de pausa, no habra´ ma´ximos con mayor prominencia que
10nt/s, lo que inevitablemente produce la ca´ıda de VMedia,Pico(τ) hacia la velocidad promedio
de replicacio´n. Este efecto dificulta la obtencio´n de VMax, resultando en una sobreestimacio´n
de la velocidad ma´xima de replicacio´n.
Para comprobar si este me´todo funciona para enzimas ra´pidas, se aplico´ sobre los datos
de replicacio´n de la φ29 (obtenidos de la referencia de Mor´ın y col. (2012)), cuya velocidad
de replicacio´n oscila entre ∼50 y ∼100nt/s. Tal y como se puede ver en la figura A.2C (panel
izquierdo), las velocidades obtenidas tanto con el me´todo de las prominencias como con el
me´todo de las distribuciones son compatibles (en naranja las velocidades obtenidas con el
me´todo de las gaussianas (Mor´ın y col. 2012), en azul las obtenidas con el me´todo de las
prominencias. No obstante, el ca´lculo de VMax obtenido para la polγ utilizando los dos me´todos
demostro´ que el me´todo de las distribuciones subestima VMax, ya que como se puede ver en
el panel derecho de la figura A.2C, da un resultado similar a la velocidad media, inferior al
obtenido con el me´todo de las prominencias.
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Figura A.2: Obtencio´n de VMax. Comparacio´n entre me´todos. A) Panel izquierdo: actividades de replicacio´n
sobre cadena sencilla de la φ29 (en naranja, y de la polγ, en gris, con un promediado a 1 segundo en azul.
Panel derecho: histograma de velocidades de ambas enzimas, a la izquierda la phi29 y a la derecha la polγ. B)
Obtencio´n de VMedia,Pico(τ). Panel izquierdo: velocidad instanta´nea de replicacio´n de la polγ en una actividad.
Los puntos azules representan ma´ximos selecionados con P=9nt/s. Panel derecho: VMedia,Pico(τ) para distintos
valores de P. La l´ınea discont´ınua representa el valor seleccionado como velocidad ma´xima. C) Panel izquierdo:
comparacio´n entre me´todos para una enzima de velocidad de replicacio´n ra´pida (φ29). En naranja los datos
obtenidos con el me´todo de las prominencias, en azul los datos obtenidos con el me´todo de las distribuciones.
Panel izquierdo: comparacio´n entre los me´todos para una enzima lenta como la polγ. En azul los valores
calculados con el me´todo de las prominencias, y en rojo con el me´todo de las distribuciones. D) Ca´lculo de VMax
en las actividades simuladas. Panel izquierdo: actividades de replicacio´n simuladas con las distintas condiciones.
Panel central: obtencio´n del histograma de velocidades con el me´todo de las distribuciones. Panel central:
histograma de velocidades para una actividad simulada. En el histograma so´lo se ve una gaussiana. Panel
derecho: obtencio´n de VMedia,Pico(τ) para las actividades simuladas y distinto valor de P. La l´ınea discont´ınua
representa la velocidad ma´xima calculada.
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Validacio´n del me´todo con actividades generadas computacionalmente.
Para comprobar la validez del me´todo de las prominencias generamos unas actividades de
replicacio´n de forma computacional. Estas actividades se caracterizan por simular las activida-
des de replicacio´n que encontramos en nuestras condiciones experimentales. En la tabla A.1 se
muestran los para´metros que se utilizaron para las simulaciones: Vmax
S representa la velocidad
ma´xima simulada, que se situ´a en el rango 12-26nt/s. kP y k-P representan las tasas de entrada
y salida del estado de pausa, respectivamente, y todas las actividades tienen una procesividad
de 900nt. As´ı, todas tienen una velocidad media de replicacio´n que oscila entre 3 y 12nt/s;
por otra parte, el ruido experimental se simulo´ utilizando ruido Gaussiano de 10nt de anchura
sin correlacio´n temporal en cada posicio´n, por lo que estas trazas emulan nuestras condiciones
experimentales. En la figura A.2D (panel izquierdo) vienen indicados algunos ejemplos de estas
simulaciones en diferentes condiciones en las que las trazas originales se muestran en azul, y los
promediados (∼1s) en rojo.
Tabla A.1: Tabla de valores empleados en las simulaciones. En fondo verde van los resultados asociados al
me´todo de las prominencias y en fondo amarillo los del me´todo de las distribuciones.
Estas trazas se analizaron tambie´n con el me´todo de las distribuciones para llevar a ca-
bo una comparacio´n entre me´todos. Para calcular las distribuciones, se utilizo´ un taman˜o de
ventana de 1 segundo. Los resultados de VMax se muestran en la tabla A.1, donde Vmax
S1 y
Vmax
S2 representan las velocidades ma´ximas obtenidas con el me´todo de las prominencias y
el me´todo de las distribuciones, respectivamente. Las variables errorS1 y error S2 representan
el error cometido (en %) con cada me´todo a la hora de calcular el valor real de la velocidad
ma´xima, Vmax
S. Para todos los casos estudiados, el error promedio cometido con el me´todo las
prominencias es un ∼13 % (promedio del errorS1) cuando se utilizo´ un P de 9nt/s, que es el
empleado en la mayor´ıa de los experimentos de replicacio´n de esta tesis, frente al ∼50 % que se
comete con el me´todo de las distribuciones. Como era de esperar cuanto mayor es la cantidad de
eventos de pausa en las actividades, menor rendimiento tendra´ el me´todo de las prominencias,
pero tal y como se ha comentado tiene una mejor estimacio´n del valor de la velocidad ma´xima.
El me´todo de las prominencias da un mejor rendimiento principalmente por dos factores, por
una parte, no requiere diferenciar entre dos dos picos correspondientes a dos gaussianas (como
es el caso del me´todo de las distribuciones), ya que si la velocidad de replicacio´n es pequen˜a,
no siempre son resolubles. Por otra parte, el me´todo de las prominencias permite utilizar infor-
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macio´n sobre la altura de un pico de velocidad instanta´nea sobre el resto de valores de pico, lo
que nos permite diferenciar con mayor precisio´n las regiones de replicacio´n activa con respecto
a las regiones de ruido experimental.
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